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IJ sl 
JI sl/en 
AI NLRP3 je protein, ki lahko tvori inflamasom. Inflamasomi so znotrajcelični 
multimerni proteinski kompleksi in vodijo obrambo proti molekulskim vzorcem 
povezanimi s patogeni in poškodbami. NLRP3 je tudi klinično zanimiv, saj 
sodeluje pri nastanku in napredovanju avtoinflamatornih in avtoimununskih 
bolezni. Namen naloge je bil spremeniti gen Nlrp3 v celicah mišjih makrofagov s 
tehnologijo CRISPR/Cas9 in preveriti delovanje mutante pod endogenim 
promotorjem. Tehnologija CRISPR/Cas9 je nedavno razvita tehnologija, ki 
omogoča tarčno spreminjanje genoma. Pripravili smo mestno specifične konstrukte, 
ki bi lahko tarčno rezali zaporedje DNA in bi posledično vnesli stop kodon ali 
spremenili bralni okvir gena Nlrp3 s čimer bi odstranili domeno LRR iz zrelega 
proteina NLRP3. Delovanje konstruktov smo preverili s testom T7, test s 
plazmidom pCAG-EGxxFP in cepitvijo in vitro. Nato smo s konstruktom 
elektroporirali celice mišjih makrofagov, jih ločili s celičnim ločevalcem in 
pripravili posamezne klone. S prenosom po westernu smo preverili večje število 
klonov. Prisotnost mutacij smo nadaljnje preverili s testom T7, za aktivacijo 
inflamasoma in zorenje IL-1β pa smo uporabili imunoencimski test ELISA. V 
nalogi nam ni uspelo pridobiti delecijske mutante NLRP3, s katero bi lahko 
preverjali lastnosti proteina NLRP3, smo pa prikazali potek dela za dizajniranje, 
pripravo in uporabo tehnologije CRISPR/Cas9 za preverjanje molekularnega 
mehanizma aktivacije inflamasoma NLRP3. Aktivacija inflamasoma NLRP3 je 
povezana z vnetnimi boleznimi, tako, da je znanje o mehanizmih potrebnih za 
izgradnjo inflamasoma NLRP3 zelo pomembno za dizajniranje novih načinov 
zdravljenja. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB NLRP3 is innate immune receptor, involved in forming inflammasomes. 
Inflammasomes are multimeric protein complexes that are formed in a cell to 
orchestrate host defense mechanisms against pathogen or danger-associated 
molecular patterns. Inflammasome NLRP3 is also clinically implicated 
inflammasome, as it can be involved in initiation or progression of 
autoinflammatory or autoimmune diseases. The scope of the thesis was to alter the 
Nlrp3 gene in mouse-derived macrophage cells with CRISPR/Cas9 technology and 
characterize the activity of the Nlrp3 mutant under endogenous promoter. 
CRISPR/Cas9 technology is a novel system that enables site specific genome 
modifications. We prepared several site-specific constructs to cut the DNA 
sequence upstream of LRR-coding region. We tested the activity of constructs with 
tests T7, plasmid pCAG-EGxxFP and in vitro digestion. Then we electroporated 
iBMDM cells and sorted them with cell sorter and made single cell clones. We 
screened the clones with western blot to detect NLRP3 protein. We tested clones of 
interest for the presence of mutations with T7 test and for inflammasome activation 
and IL-1β maturation by ELISA. In this work we were unable to obtain a NLRP3 
deletion mutant, but we showed how to design, prepare and employ the 
CRISPR/Cas9 technology for the study of molecular mechanisms of NLRP3 
inflammasome activation. NLRP3 inflammasome activation is involved in various 
inflammatory conditions thus the knowledge of the mechanisms of NLRP3 
inflammasome assembly is very important for design of novel therapeutic 
approaches. 
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Inflamasomi so znotrajcelični multimerni proteinski kompleksi in vodijo obrambo proti 
molekulskim vzorcem povezanimi s patogeni in poškodbami (Man in Kanneganti, 2015). 
Vsi inflamasomi lahko prepoznajo določene patogene, vendar pa lahko inflamasom 
NLRP3 aktivirajo različni aktivatorji, zaradi česar je najbolj vsestranski in klinično 
pomemben inflamasom (Abderrazak in sod., 2015). Aktivacija inflamasoma NLRP3 
poteče zaradi zaznave raznolikih mikrobnih produktov ter tudi produktov, ki nastanejo pri 
različnih patoloških stanjih. Povzročajo jo lahko substance, ki nastajajo med infekcijo, 
poškodbami tkiva in med metabolnim neravnovesjem (Turvey in Broide, 2010).  
 
Ob tvorbi inflamasomskega kompleksa se aktivira kaspaza 1, ki proteolitično aktivira 
proinflamatorne citokine interleukin-1β (IL-1β) in IL-18. Povzroči tudi hitro obliko 
proinflamatorne celične smrti – piroptozo (Latz in sod., 2013). Proinflamatorni citokini 
povzročijo aktivacijo celic naravne imunosti in odgovor adaptivne imunosti (Sutterwala in 
sod., 2014). Prekomerna ali dolgotrajna izpostavitev IL-1β se lahko odrazi v poškodbah 
tkiv in številnih akutnih in kroničnih inflamatornih boleznih (Abderrazak in sod., 2015).  
 
Tehnologija CRISPR/Cas9 je nedavno razvita tehnologija, ki je učinkovita za spreminjanje 
genoma. Lahko se uporablja tudi za spreminjanje izražanja genov brez neželenih 
sprememb genoma. Razvili so jo na osnovi znanja pridobljenega iz bakterijskega 
obrambnega sistema imenovanega CRISPR (angl.: clustered, regularly interspaced, short 
palindromic repeats). Za ciljno cepitev DNA potrebuje sistem CRISPR/Cas9: 
endonukleazo Cas9 (CRISPR-associated protein 9) in enoverižno vodilno molekulo RNA 
(angl. guide RNA, sgRNA), ki vsebuje zaporedje DNA, ki vodi Cas9 na ciljno mesto v 
genomu. Slednje je definirano z 20 nukleotidi, ki jim sledi zaporedje PAM (angl. 
protospacer adjacent motif, PAM) v tarčnem genomu (NGG za SpCas9). Metoda se je 
izkazala za zelo učinkovito saj omogoča enostavno vnašanje tarčnih genetskih sprememb 
(Jinek in sod., 2012, Ran in sod., 2013). 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3 ni podrobno razložen, prav tako zelo malo 
vemo o vlogi posameznih domen pri aktivaciji NLRP3. V 2013 je bila določena struktura 
sorodnega receptorja NLRC4 v neaktivni obliki (Hu in sod., 2013), kjer so pokazali, da v 
odsotnosti imunskih regulatorjev domena LRR sterično onemogoča oligomerizacijo 
osrednje domene NACHT. Ko so prisotni aktivatorji, pride do porušitve inhibitornih 
interakcij, ki zaklepajo NLRC4 v neaktivni obliki, domena LRR se odmakne, kar omogoči 
oligomerizacijo (Zhang in sod. 2015; Hu in sod, 2013). Mogoče bi lahko aktivacija NLRP3 
potekala podobno kot aktivacija NLRC4, kjer ima domena LRR inhibitorno vlogo. 
Neobjavljeni rezultati sodelavcev Odseka za sintezno biologijo in imunologijo Kemijskega 
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inštituta pa nakazujejo, da domena LRR nima direktnega inhibitornega učinka. Delecijske 
variante proteina NLRP3, ki ne vsebujejo domene LRR, namreč niso konstitutivno aktivne 
in se odzivajo na različne dražljaje, podobno kot protein polne dolžine. Te rezultate so 
pridobili tako, da so različne variante NLRP3 vnesli v mišje makrofage z izbitim genom za 
Nlrp3. Ker pa je inflamasom NLRP3 reguliran tudi na nivoju prepisovanja in prevajanja, je 
pomembno tudi, da te rezultate ponovimo tako, da je izražanje skrajšane variante NLRP3 
pod kontrolo endogenega promotorja. 
1.2 CILJI 
Cilj naloge je bil preveriti delovanje sistema CRISPR/Cas9 v sesalskih celicah in 
spremeniti gen NLRP3 v mišjih makrofagih tako, da bi prišlo do izražanja skrajšane oblike 
NLRP3 pod endogenim promotorjem. S tem namenom smo načrtovali in pripravili več 
zaporedij sgRNA in preverili delovanje konstruktov za spreminjanje genoma na osnovi 
tehnologije CRISPR/Cas9. Tako smo s spletnim orodjem CRISPR-mit (CRISPR design, 
2015), izbrali najboljša zaporedja, jih oblikovali po članku Yang in sod., (2014) in jih 
vstavili v plazmide, ki so omogočali izražanje sistema CRISPR/Cas9. Z različnimi 
tehnikami smo preverjali delovanje sistema na celicah in in vitro. Na koncu smo med 
konstrukti izbrali najboljšega, ki je deloval in bil specifičen za delovanje v želenem 
območju.  
 
V drugem delu magistrske naloge smo s preverjenim konstruktom želeli spremeniti genom 
mišjih makrofagov tako, da bi vnos stop kodona pred kodirano LRR domeno v mišjem 
genu NLRP3 povzročil izražanje skrajšane oblike proteina NLRP3, kar bi omogočilo 
dodatne študije morebitnega inhibitornega učinka domene LRR na aktivnosti inflamasoma 
NLRP3. Plazmid z vnesenim konstruktom smo vstavili v celice z elektroporacijo in 
preverjali, če je konstrukt v celicah povzročil nastanek sprememb. Za preverjanje smo 
uporabili posamezne izolirane klone in preverjali spremembe zaporedja DNA, spremembe 
pri izražanju in morebitne spremembe aktivnosti inflamasoma nastale zaradi sprememb 
proteina NLRP3.  
1.3 HIPOTEZI 
1.) Predpostavljamo, da bomo uspešno pripravili konstrukte, s katerimi bomo s 
tehnologijo CRISPR/Cas9 lahko povzročili premik bralnega okvirja in vnos stop 
kodona v gen NLRP3 pred začetkom kodogene regije za domeno LRR.  
   
2.) Predpostavljamo, da bomo z omenjenimi konstrukti spremenili genom celične linije 
 mišjih makrofagov in bo nastala skrajšana varianta NLRP3 odzivna na aktivatorje 
 inflamasoma NLRP3. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 CRISPR/Cas9 
2.1.1 CRISPR/Cas9 - bakterijska pridobljena imunost 
Bakterije in arheje lahko uporabljajo sistem pridobljene imunosti CRISPR (angl. Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats) Cas (angl. CRISPR-associated system) za 
zaščito pred virusi in plazmidi. Sistem CRISPR/Cas omogoči nastanek pridobljene 
imunosti, ko se kratka tuja zaporedja DNA, ki vstopajo v celico, vgradijo v lokuse CRISPR 
kot distančniki. Med imunskim odzivom protein Cas razreže tujo DNA (Sapranauskas in 
sod., 2011). Sistem CRISPR/Cas, je sestavljen iz nukleaze Cas in dveh posameznih 
komponent RNA; programabilna crRNA (CRISPR RNA) in nespremenljiva tracrRNA 
(trans-aktivirajoča crRNA). Lokus se prepiše kot nekodirajoč prekurzor CRISPR RNA 
(pre-crRNA), ki se spremeni v kratke odseke zrele crRNA. Skupaj z drugo nekodirajočo 
RNA, tracrRNA, tvori ribonukleoproteinski kompleks z endonukleazo Cas9, ki prepoznava 
in razreže tujo DNA. Na zaporedjih DNA, ki vstopajo v celico, se zraven crRNA tarčnega 
zaporedja nahaja kratko zaporedje PAM (angl. protospacer adjacent motif), ki ga prepozna 
kompleks CRISPR/Cas. (Jinek in sod., 2012). Odsotnost zaporedja PAM lahko spremeni 
afiniteto med proteinom Cas in tarčno DNA, saj specifično prepoznavanje omogoča rez 
tujega tarčnega zaporedja in ne reže netarčnih zaporedij (Westra in sod., 2013). Točkaste 
mutacije v mestu PAM in protovmesniku (20 nt dolgo prepoznavno zaporedje) zelo 
zmanjšajo vezavo kompleksa, a pri bakterijah povzročajo povečano pridobivanje novih 
distančnikov. Na tak način lahko bakterije pospešeno pridobijo nove distančnike s čimer se 
prilagajajo novim okužbam (Datsenko in sod., 2012). 
2.1.2 Obstoječe tehnike spreminjanja genoma 
Obstoječe tehnologije za spreminjanje genoma obsegajo: kemijsko in UV inducirano 
mutagenezo, zamenjavo genov z metodo DNA rekombinaze, uporaba ZFN - nukleaz z 
motivi cinkovih prstov (angl. zinc finger nucleases), TALEN - efektorske nukleaze 
podobne transkripcijskim aktivatorjem (angl. transcriptional activator-like effector 
nucleases) in novejše metode, kot je CRISPR/Cas9. Spreminjanje genoma je omogočilo 
napredek v bazičnih in kliničnih bioloških raziskavah (Mei in sod., 2016).  
Osnovni principi za urejanje genoma so bili določeni že pred več kot 20 leti, ko je Jasin, 
(1996) pokazali, da se spreminjanje genov spodbudi za 2 do 3 velikostne razrede ob 
prelomu dvoverižne verige DNA na ciljnem lokusu. Nukleaze z motivi cinkovih prstov in 
TALEN so programabilne nukleaze specifične za zaporedja DNA, ki omogočajo 
spreminjanje genoma,  vendar je dizajniranje takšnih nukleaz zamudno in zahtevno (Ran in 
sod., 2013).  
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Jinek in sod., (2012) so prilagodili sistem adaptivne imunosti bakterij CRISPR tipa II iz 
Streptococcus pyogenes v tehniko, ki omogoča spreminjanje genoma. Ran in sod., (2013) 
so tehniko prilagodili za spreminjanje genoma živalskih celic in jo naredili lažjo za 
uporabo. CRISPR/Cas9 sistem se je hitro razvijal in postal najbolj uporabljeno orodje za 
spreminjanje genoma. Genom se lahko spreminja, ker povzroči encim Cas9 mestno 
specifičen prelom dvojne verige, ki se lahko popravi naključno ali pa z želenim 
zaporedjem (Slika 1) (Savić in Schwank, 2016).  
 
Slika 1: Prikaz vezave proteina Cas9 na tarčno DNA in posledice reza (Savić in Schwank, 2016) 
2.1.3 CRISPR/Cas9 za spreminjanje genoma 
Kompleks crRNA (CRISPR RNA):tracrRNA (angl. trans-activating crRNA)-Cas9 vodi 
Cas9 nukleazo na specifične genomske lokacije s standardno Watson-Crick povezavo baz. 
S spreminjanjem 20 nt dolge tarčnega zaporedja v crRNA so omogočili, da se cepi DNA 
na želenem zaporedju DNA, ki mu sledi mesto PAM. Kompleks crRNA-tracrRNA se 
lahko nadomesti z eno vodilno verigo, kjer zaporedji, ki pri crRNA in tracrRNA 
(ponovitveno in obrnjeno-ponovitveno zaporedje) hibridizirata skupaj, pove zanka GAAA 
(Jinek in sod., 2012). CrRNA vsebuje 20 nt vodilno zaporedje (gRNA), in 12 nt ponovljivo 
območje (angl. repeat region), tracrRNA pa je razdeljena na 14 nt dolgo proti-ponovitveno 
območje (angl. anti-repeat region) in 3 sekundarne strukture DNA v obliki steblo-zanke 
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(angl. stem loop). Tako edinstvena struktura sgRNA poveže protein Cas9 in tarčno 
zaporedje (Slika 2) (Mei in sod., 2016). TracrRNA prvih generacij sgRNA je bila prvotno 
brez 3' repa, vendar pa je uspešnost reza boljša, če se uporablja tracrRNA s 3' repom, saj bi 
lahko rep izboljšal stabilnost in povečal izražanje sgRNA (Hsu in sod., 2013). 
 
 Slika 2: Struktura kompleksa sgRNA in tarčne DNA. Vodilno zaporedje crRNA je zeleno, ponovitveno 
(repeat) crRNA pa rumeno. Zaporedje tracrRNA je rdeče, tarčna DNA pa modra. (Mei in sod., 2016). 
Sistem CRISPR/Cas9 omogoča zelo učinkovito in specifično cepitev tarčnih zaporedij, 
vendar pa je uspešnost in točnost spreminjanja genoma odvisna tudi od DNA popravljalnih 
mehanizmov (Mei in sod., 2016). 
Mestno specifičen prelom dvoverižne verige (ang. double-strand breaks - DSBs) s 
kompleksom CRISPR/Cas9 na dva načina povzroči spreminjanje genoma. Če ni prisotnega 
homolognega zaporedja DNA, ki omogoča homologno rekombinacijo (HDR- angl. 
Homology directed repair), se lahko DSB popravijo s spajanjem nehomolognih koncev 
(ang. nonhomologous end joining - NHEJ), ki lahko povzročijo spremembe pri delovanju 
gena zaradi manjših delecij ali insercij. Lahko pa nastanejo tudi inverzije, podvojitve in 
delecije odseka zaporedja. Če pa je prisotno sintetično popravljalno zaporedje (angl. 
synthetic repair template -SRT) se lahko DSB popravi s homologno rekombinacijo (angl. 
homology-directed repair), ki omogoča vključitev insercij ali delecij odsekov zaporedja, 
omogoči pa tudi želene zamenjave baznih parov, katero definiramo v zaporedju SRT (Slika 
3) (Savić in Schwank, 2016). Popravljalno zaporedje je lahko oligonukleotidno zaporedje 
enoverižne DNA (ang. single-stranded DNA oligonucleotide - ssODN), dolgo 90 nt. 
Zaporedje je komplementarno tarčnemu zaporedju. Nalegati mora vsaj 40 nt v 3´ in 5´ 
konec in je lahko na smiselni ali protismiselni verigi (angl. sense/antisense strand) (Ran in 
sod., 2013b). 
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Slika 3: Pregled različnih možnih rezultatov pri popravilu zaporedja DNA  z NHEJ ali HDR. Naključno 
delujoči NHEJ lahko nespecifično vstavi insercije, inverzije ali duplikacije, HDR pa lahko povzroči natančne 
insercije, delecije, zamenjave in mutacije baz, odvisno od popravljalnega zaporedja (Mei in sod., 2016). 
2.1.4 Družina proteinov Cas 
Najbolj znani Cas9 protein je iz Streptococcus pyogenes (SpCas9). Odkrivanje strukture 
SpCas9 prinaša možnosti za racionalno načrtovanje (angl. rational design) novih variant 
SpCas9 z novimi funkcijami. Okarakterizirani so bili tudi Cas9 proteini drugih bakterij 
(Haeussler in Concordet, 2016). Preizkušenih je bilo tudi več proteinov, ki so manjši od 
SpCas9, saj so veliki okoli 1000 aminokislin, SpCas9 pa okoli 1350. Manjša velikost 
omogoča lažje pakiranje cDNA v virusne vektorje za terapevtske aplikacije. Cas9 iz drugih 
bakterij imajo lahko tudi drugačna mesta PAM, kar zmanjša število možnih zaporedij a 
poveča specifičnost (Ran in sod., 2015). Odkriti so bili tudi drugi tipi RNA vodilnih 
endonukleaz (angl. RNA-guided), npr. protein Cpf1, ki je bil okarakteriziran iz bakterije F. 
novicida. Obeta interakcijo z jedrno DNA, jedrno lokalizacijo ter optimalno dizajniranje 
sgRNA in ekspresijo. Poseben je tudi, ker za delovanje potrebuje le ~42 nt dolgo crRNA 
zaporedje za razliko od ~100 nt dolgega vodilnega zaporedja pri sistemu Cas9 (Zetsche in 
sod., 2015). 
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2.1.5 Uporaba za spreminjanje tarčnega gena 
Specifičnost tarčne cepitve je večinoma odvisna od 20 nt zaporedja gRNA, ki je del 
sgRNA. Izbrana gRNA mora biti zelo podobna ciljnemu zaporedju, da se zmanjša možnost 
netarčnega delovanja. Na 5` koncu zaporedja v genomu pa mora biti prisotno mesto PAM, 
ki omogoči rezanje tarčnega zaporedja. Zaporedje sgRNA mora na 5’ koncu zaporedja 
vsebovati gvanin (G), če se uporabi plazmid, ki vsebuje promotor humane U6 polimeraze 
III (Mei in sod., 2016). Podaljšanje 20 nt gRNA ne izboljša specifičnosti cepitve Cas9, 
skrajšanje zaporedja na 17-18 komplementarnih nt pa izboljša delovanje na tarčnem mestu 
in zmanjša netarčne reze (Fu in sod., 2014). Zaporedje sgRNA lahko vsebuje največ tri 
neujemajoče se nukleotide, kar nakazuje, da je vezava sgRNA na tarčno DNA strukturno 
pogojena (Ran in sod., 2013). 
  
Uspešnost cepitve z vodilnimi RNA je ključna za spreminjanje genoma in se lahko 
spreminja med zaporedji. Težko je napovedati uspešnost cepitve, zato je potrebno 
preizkusiti več vodilnih RNA in izbrati najboljšo (Haeussler in Concordet, 2016). 
2.1.5.1  Izbijanje/vstavljanje genov 
Do izbitja genov z CRISPR/Cas9/sgRNA pridemo, ko vnesene majhne insercije ali delecije 
naključnih dolžin spremenijo bralni okvir, kar lahko privede tudi do pojava zaključnega 
kodona. Pri vnosu genov ali zamenjav nukleotidov uporabimo še donorsko DNA, kjer ima 
insert na obeh straneh homologna zaporedja, ki nalegajo na rezane konce, kar omogoča 
točne in v naprej določene spremembe DNA (Haeussler in Concordet, 2016). 
2.1.6 Metode za izbiro učinkovitih vodilnih RNA 
2.1.6.1 Preizkušanje učinkovitosti sgRNA 
Ker se pri cepitvi DNA s CRISPR/Cas9 s popravljalnimi mehanizmi ustvarijo insercije in 
delecije za preverjanje učinkovitosti sgRNA uporabimo različne tehnike. Pri testu T7 
SURVEYOR se lahko ponovno prilegani heterodupleksi ciljnega zaporedja DNA dolžine 
200 – 400 bp razrežejo z nukleazo SURVEYOR. Homodupleksi ostanejo nerezani. 
Kasneje se lahko na elektroforeznem gelu preveri prisotnost novih krajših fragmentov, ki 
nakazujejo nastanek mutacij zaradi delovanja Cas9 (Mei in sod., 2016). Test s T7 
endonukleazo 1, (T7E1), temelji na podobnem principu reza, vendar omogoča boljšo 
zaznavanje delecij, dočim je SURVEYOR boljša pri posameznih zamenjavah baz (Vouillot 
in sod., 2015). S tehnologijo globokega sekvenciranja na napravah Illumina Miseq in 
Hiseq 2500 se lahko insercije in delecije preveri glede na prebrano zaporedje (Levy in sod., 
2015).  
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Mutacije lahko določimo tudi s sekvenciranjem PCR produktov po Sangerju (Haeussler in 
Concordet, 2016) in s kapilarno elektroforezo, kjer izvajamo analizo DNA s talilnimi 
krivuljami visoke ločljivosti - HRMA (angl. High Resolution Melt Analysis) s čimer 
preverimo prisotnost sprememb zaporedja DNA (Dahlem in sod., 2012). Uporabi pa se 
lahko tudi ekspresija fluorescentnega proteina, kjer pripravimo plazmid z nedelujočim 
fluorescentnim proteinom, ki postane aktiven ob cepitvi tarčnega zaporedja vendar je 
potrebno predhodno klonirati tarčno zaporedje v reporterski plazmid (Kim in sod., 2011). 
2.1.6.2  Zmanjšanje pogostosti reza netarčnih regij 
Za zmanjšanje pogostosti netarčnih rezov je potrebno gRNA optimalno načrtovati, 
uporabljati funkcionalen Cas9 in izbrati mesto, ki se v genomu ne ponavlja. Netarčno 
rezanje pa bi lahko zmanjšali tudi z izbiro encima Cas9, ki prepozna drugačna mesta PAM. 
Specifičnost PAM mest je različna med vrstami, lahko pa se spremeni z mutagenezo in 
selekcijo variant Cas9 (Mei in sod., 2016). 
2.1.7 Načini uporabe CRISPR/Cas9 
Z uporabo CRISPR/Cas9 je možno spreminjanje genoma v vseh organizmih, namenjenem 
poskusom. Tako lahko z uporabo enostavno onesposobimo želene gene, da bi preverili 
njihovo delovanje. S spreminjanjem funkcije encima Cas9 se lahko tudi poveča število 
uporab sistema CRISPR/Cas9. Tako lahko encim inaktiviramo ali pa nanj vežemo druge 
proteine. Tehnologija omogoča aplikacije, kot so kontrola in spreminjanje epigenoma, 
spremljanje DNA, ki deluje na podoben sistem kot fluorescentna in situ hibridizacija - 
FISH (angl. fluorescence in situ hybridization), funkcionalne analize genov na celotnem 
genomu. Omogoča tudi kontrolo transkripcije saj lahko moti prepisovanja RNA, zaradi 
steričnega oviranja polimeraze ali pa transkripcijo pospeši z vezavo aktivatorjev na želena 
mesta (Hsu in sod., 2014).  
  
Tehnologija omogoča tudi enostavno pripravo mišjih genetskih modelov za človeške 
bolezni. Tradicionalno se gensko spremenjeni mišji modeli pripravijo s transgenezo ali 
ciljanjem genov (ang. gene targeting) v embrionalnih matičnih celicah, kar pa je drago in 
časovno potratno. Gensko spreminjanje s tehnologijo CRISPR/Cas9 pa je hitro in 
natančno. Sistem CRISPR/ Cas9 (gRNA in Cas9) lahko v celice vnesemo tudi z virusnimi 
vektorji, elektroporacijo ter različnimi transfekcijskimi reagenti. CRISPR/Cas9 ima 
potencial za enostavno spreminjanje genoma, epigenoma in RNA, kar omogoča velik 
napredek na področjih bazične znanosti, biotehnologije in v medicini (Mei in sod., 2016). 
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2.2 PRIROJENA IMUNOST 
Prirojena imunost se definira kot prva obrambna črta, ki ločuje komponente v telesu na 
lastne in tuje (npr. mikroorganizmi). Receptorji naravne imunosti, imenovani tudi 
receptorji za prepoznavo vzorcev - PRR (angl. pattern recognition receptors), prepoznavajo 
mikrobne komponente, ki jih izraža veliko vrst mikroorganizmov - molekulski vzorci 
povezani s patogeni - PAMP (angl. pathogen associated molecular patterns) in molekulski 
vzorci povezani s poškodbami – DAMP (angl. damage associated molecular patterns) 
(Turvey in Broide, 2010).  
2.2.1 Zaznavanje molekulskih vzorcev povezanih s poškodbami in patogeni 
Molekulski vzorci, povezani s patogeni (PAMP), izhajajo iz mikroorganizmov, 
prepoznavajo pa jih celice imunskega sistema in mnoge epitelijske celic. Glavni PAMP so 
mikrobne nukleinske kisline, npr. nemetilirani CpG motivi DNA, eno in dvo verižna RNA 
in 5-trifosfat RNA, kot tudi lipoproteini, površinski glikoproteini in komponente 
membrane (peptidoglikani, lipotehoiska kislina, lipopolisaharidi in 
glikozilfosfatidilinozitol) (Akira in sod., 2006). 
Molekulski vzorci, povezani s poškodbami (DAMP), predstavljajo pogoste metabolne 
posledice infekcij in vnetij (Turvey in Broide, 2010). Molekule DAMP izhajajo iz celic in 
lahko sprožijo in spodbujajo imunski odziv na raka in druge oblike poškodb tkiva, ki 
nastanejo kot posledica sterilnega ali nesterilnega vnetja. Med molekule DAMP 
prištevamo HMGB1, proteine S100, proteine toplotnega šoka, hialuronska kislina in druge. 
Ne proteinske molekule DAMP obsegajo ATP, sečno kislino, heparan sulfat, DNA in RNA 
(Tang in sod., 2012). 
Večina PAMP in DAMP služi kot začetni signal, ki se veže na specifičen receptor. 
Prepoznavajo jih receptorji podobni Tollu – TLR (angl. Toll-like receptors) in drugi PRR, 
kot so na primer receptor RIG- I (angl. Retinoic acid-inducible gene 1), odsoten v 
melanomu 2 (AIM2) podobni receptorji (ALR) in nukleotid-vezavna domena 
oligomerizacije - NOD (angl. nucleotide-binding oligomerization domain) podobni 
receptorji (NLR). Po prepoznavi PAMP receptorji PRR sprožijo signal za pro-vnetne in 
protimikrobne odgovore z aktiviranjem različnih signalnih poti. Aktivirajo se lahko 
adaptorske molekule, kinaze in transkripcijski faktorji, kot so jedrni faktor -κB (NF-κB), 
aktivatorski protein-1 (AP-1) in IFN regulatorni faktorji (IRF). Aktivacija se odrazi v 
izražanju genov in sintezi citokinov, kemokinov, molekul za adhezijo celic in 
imunoreceptorje, ki vodijo adaptivni imunski odziv na mesto vnetja (Tang in sod., 2012). 
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Inflamasomi so znotrajcelični multimerni proteinski kompleksi, ki aktivirajo celični odziv 
proti patogenom in fiziološkim okvaram (Man in Kanneganti, 2015) Multimerni proteinski 
kompleks sestavljajo: senzorska molekula inflamasoma, adaptorski protein ASC in kaspaza 
1. Ob tvorbi inflamasomskega kompleksa se aktivira kaspaza 1, ki proteolitično aktivira 
vnetne citokine interleukin-1β (IL-1β) in IL-18. (Latz in sod., 2013). Vnetni citokini 
povzročijo vnetni odziv, ki povzroči aktiviranje celic naravne imunosti in odgovor 
adaptivne imunosti (Sutterwala in sod., 2014) Aktivacija inflamasoma povzroči tudi hitro 
obliko vnetne celične smrti – piroptozo (Latz in sod., 2013).  
  
Imena inflamasomov izhajajo iz proteinov, ki tvorijo njihovo ogrodje. Lahko jih tvorijo 
molekule iz družine receptorjev, ki vsebujejo nukleotid vezavno in oligomerizacijsko 
domeno ter domeno z levcini bogatimi ponovitvami - NLR (angl. the nucleotide-binding 
domain and leucine-rich repeat containing proteins) (NLRP1, NLRP3, NLRC4), receptorji 
AIM2, ALR in pirin (Guo in sod., 2015). V večini primerov aktivirani NLR-ji in ALR-ji 
vežejo protein ASC (ang. apoptosis-associated speck like protein containing a caspase 
activation and recruitment domain) (Man in Kanneganti, 2015).  
  
Največ najdenih inflamasomov vsebuje senzorsko molekulo iz družine NLR. Inflamasom 
tvorijo NLRP1 (angl. NOD-, LRR- and pyrin domain-containing 1), NLRP3 in NLRC4 
(angl. NOD-, LRR- in CARD-containing 4; imenovan tudi IPAF) (Latz in sod., 2013). 
2.2.3 Inflamasom NLRP3 
Protein NLRP je sestavljen iz osrednje domene NACHT, C-končne domene LRR in N-
končne domene PYD. Domene ob aktivaciji interagirajo in omogočijo nastanek 
inflamasoma NLRP3 (Slika 4). Osrednja nukleotid-vezavna in oligomerizacijska domena 
je skupna vsem receptorjem v družini NLR, ima ATPazno aktivnost in naj bi imela vpliv 
na oligomerizacijo proteinov. C-končna domena z levcinom bogatimi ponovitvami - LRR 
(angl. leucine rich repeat domain) povezujejo z zaznavo liganda in regulacijo (Latz in sod., 
2013). Pirinska domena (PYD) NLRP3 se ob aktivaciji poveže s pirinsko domeno 
adapterskega proteina ASC. ASC vsebuje dve domeni zvitja; pirinsko domeno in domeno, 
ki aktivira in veže kaspazo - CARD (angl. caspase activation and recruitment domain) 
(Vajjhala in sod., 2012). Interakcije pirinskih domen vodijo v povezovanje ASC v večji 
proteinski kompleks (angl. speck), izgrajen iz multimerov ASC (Proell in sod., 2013). ASC 
preko domene CARD veže kaspazo-1, ki se ob tem proteolitično aktivira in nato 
proteolitično procesira pro-IL-1β in pro-IL-18 (Man in Kanneganti, 2015). Aktivna 
kaspaza proteolitsko aktivira številne proteine in sproži njihovo sproščanje (Latz in sod., 
2013). 
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Slika 4: Shematska predstavitev sestavljanja inflamasoma NLRP3. Procesiranje in sproščanje IL-1β je 
odvisno od povezave domene ASC na NLRP3 in posledične vezave kaspate-1 (Abderrazak in sod., 2015). 
2.2.4 Piroptoza  
Aktiviranje kaspaze-1 zaradi delovanja inflamasoma lahko vodi v piroptozo (Man in 
Kanneganti, 2015).  Je programirana celična smrt, različna od apoptoze, ki ne povzroča 
imunskega odziva (Bergsbaken in sod., 2009). 
Najpogosteje se piroptoza zgodi zaradi okužbe z znotrajceličnim patogenom in pomaga pri 
protimikrobnemu odgovoru. Odvisna je od kaspaze 1 ali kaspaze 11, v njej pa ne 
sodelujejo proapoptotične kaspaze. Ob aktivaciji kaspaza 1 ali kaspaza 11 cepi gasdermin 
D, N-terminalni del gasdermina D tvori pore v membrani (Rühl in Broz, 2016). Kaspaze so 
cisteinske protease, ki sodelujejo v celičnih procesih za vnetja ali celično smrt. 
Sintetizirane so kot inaktivni encimi, ki se aktivirajo proteolitsko. Obstajajo provnetne in 
proapoptotske kaspaze. Med provnetnimi je najbolj raziskana kaspaza-1, ki jo aktivira 
inflamasom (Martinon in sod., 2002). 
Tako med piropoptozo nastopijo poškodbe membrane, vdor vode, nabrekanje celic, 
osmotska liza in sproščanje proinflamatornih celičnih komponent. Zgodi se tudi rez DNA 
in jedrna kondenzacija (Bergsbaken in sod., 2009). Kaspaza 1 inaktivira metabolne 
encime, kar bi lahko omejilo celično energijo med piroptozo (Schroder in Tschopp, 2010).  
2.2.5 Aktivacija inflamasoma NLRP3 
Splošno sprejet je dvostopenjski model aktivacije, kjer mora za izgradnjo inflamasoma 
prvo nastopiti začetni in nato aktivacijski signal (Sutterwala in sod., 2014). Začetni korak 
vpliva na NLPR3 na nivoju transkripcije in vpliva na postranslacijske modifikacije 
komponent inflamasoma, ki sodelujejo pri oligomerizaciji. To je razvidno iz opazovanja, 
da je NLRP3 aktiven že po 10 minutah, ekspresija pa se poviša šele po 2 urah (Juliana in 
sod., 2012). Posttranslacijske modifikacije tako služijo kot dodatna zaščito aktivacije 
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NLPR3. Prosti citosolni NLPR3 se ohranja v neaktivni ubikvitinirani obliki, ki se brez 
začetnega signala ne aktivira ali pa je odziv zanemarljiv (Sutterwala in sod., 2014). 
Začetni signal je lahko katerikoli signal za receptor, ki aktivira transkripcijski faktor NF-
κB. Takšni so ligandi za IL-1R1, Tollu podobni receptorji (TLR), NLR in receptorji tumor 
nekroznih faktorjev (TNFR1 ali TNFR2) (Bauernfeind in sod., 2009). Aktivacija NF-κB je 
pomembna za povečanje transkripcije pro-IL-1β, ki ni konstitutivno izražen in proteina 
NLRP3, katerega normalno izražanje ni dovolj za začetek izgradnje inflamasoma. 
Nasprotno pa so dovolj izražene druge komponente inflamasoma - ASC, prokaspaza1 in 
pro-IL-18. Drugi signal sprožijo PAMP in DAMP molekule, ki aktivirajo izgradnjo 
inflamasoma. Inflamasom lahko nato povzroči produkcijo IL-1β in IL-18 ter lahko začne 
piropoptozo (Man in Kanneganti, 2015).  
  
Znani endogeni aktivatorji inflamasoma NLRP3 so ATP (Man in Kanneganti, 2015), 
kristali sečne kisline (Martinon in sod., 2006), azbestna vlakna (Dostert in sod., 2008), 
kristali silicijevega dioksida ter aluminijeve soli (Hornung in sod., 2008), bakterijska RNA 
(Sha in sod., 2014), bakterijski hibridi DNA:RNA (Vanaja in sod., 2014), virusi 
(Kanneganti, 2010) in toksini kot je npr. nigericin (Mariathasan in sod., 2006). 
  
Detekcija tako raznolikih signalov verjetno ni direktna, tako, da NLRP3 verjetno spremlja 
lastne faktorje, ki se spremenijo pod vplivom različnih signalov (Slika 5) (Lamkanfi in 
Dixit, 2014). Mehanizem aktivacije bi lahko bil fluks kalijevih ionov iz celice (Muñoz-
Planillo in sod., 2013), translokacija mitohondrija (Misawa in sod., 2013), izgradnja 
mitohondrijskih reaktivnih kisikovih zvrsti – ROS (angl. reactive oxygen species) (Zhou in 
sod., 2011), sproščanje mitohondrijske DNA ali mitohondrijskega fosfolipida kardiolipina 
(Iyer in sod., 2013) in sproščanje katepsina v citosol po lizosomski destabilizaciji 
(Hornung in sod., 2008).  
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Slika 5: Mehanizem aktivacije inflamasoma NLRP3 (Guo in sod., 2015). 
Biološka aktivnost IL-1β, IL-18 in piropoptoze je dobra za gostitelja med infekcijo, vendar 
pa se aktivacija IL-1β in IL-18 zaradi DAMP lahko odrazi v sterilnem vnetju, ki lahko 
poveča tveganje za nastanek avtoinflamatornih in metabolnih bolezni zato je pomembna 
regulacija aktivacije (Man in Kanneganti, 2015). Mutacije v genu za NLRP3 povzročajo 
konstitutivno aktiven inflamasom, posledica pa so dedne vnetne bolezni s skupnim 
imenom kriopirinopatije (Turvey in Broide, 2010). Inflamasome so tudi povezali z 
različnimi avtoinflamatornimi in avtoimununskimi boleznimi, kjer imajo lahko glavno 
vlogo ali pa pripomorejo k nastanku vnetnih bolezni. Tako je povezan pri razvoju multiple 
skleroze, Alzheimerjeve bolezni, Parkinsonove bolezni, ateroskleroze, debelosti in 
diabetesa tipa 2 (Guo in sod., 2015). 
2.2.6 Funkcija domene LRR 
Oligomerizacija NLRP3 lahko poteče šele, ko začetni signal sproži deubikvotiniranje 
domene LRR z encimom deubikvitinaza BRCC3. Zmanjšanje aktivnosti encima s izbitjem 
ali nizko-molekulskimi inhibitorji onemogoči aktivacijo inflamasoma (Sutterwala in sod., 
2014). 
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Na proteinu NLRC4 so Zhang in sod. (2015) in Hu in sod. (2013) pokazali, da v odsotnosti 
imunskih aktivatorjev domena LRR interagira z osrednjo domeno NACHT, kar 
onemogoča izpostavitev N-končne domene CARD in vezavo prokaspaze-1. V prisotnosti 
aktivatorjev proteinov NAIP in NLRC4, protein NAIP katalizira strukturno spremembo v 
NLRC4. Domena LRR se odmakne in omogoča oligomerizacijo preko domen NACHT in 
CARD. Delecija domene LRR pa bi lahko celo izboljšala vezavo NLRP3 in adaptorja ASC 
(Slika 6) (Abderrazak in sod., 2015).  
Glede na raziskave bi lahko sklepali, da ima domena LRR inhibitorno vlogo, vendar pa 
neobjavljeni rezultati sodelavcev Laboratorija za sintezno biologijo in imunologijo 
Kemijskega inštituta nakazujejo, da domena LRR nima direktnega inhibitornega učinka. 
Delecijske variante proteina NLRP3, ki ne vsebujejo domene LRR, namreč niso 
konstitutivno aktivne in se odzivajo na različne dražljaje. 
 
 
Slika 6: Shematska predstavitev vplivov domenskih struktur NLRP3 na povezovanje pirinskih domen. A: ni 
jasno na kakšen način je zaščitena pirinska domena pred povezovanjem s pirinsko domeno ASC v 
neaktivnem NLRP3. Tako se inflamasom ne aktivira. B: Mutacije povezane z boleznimi v NLRP3 izboljšajo 
povezovanje pirinske domene med NLRP3 in ASC, kar vodi v stalno aktiven inflamasom. C: odstranitev 
domene LRR na NLRP3 odkrije pirinsko domeno in omogoči povezovanje pirinske domene ASC, kar 
omogoči, da je inflamasom aktiven (Abderrazak in sod., 2015). 
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 LABORATORIJSKA OPREMA 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema in plastika 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Applied Biosystems (ABI) Naprava za verižno reakcijo s polimerazo 
Binder CO2 inkubator za celične kulture 
Biometra Kadička za agarozno gelsko elektroforezo Horizon® 1.4, transiluminator 
BioRad  MiniProtean (sistem za poliakrilamidno gelsko elektroforezo), Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (sistem za mokri western prenos), 
električni napajalnik  
BioTek Synergy Mx - Čitalec za mikortitrske plošče 
Corning  Plošče s 96 luknjicami, plošče z 24 luknjicami, strgala za celice  
Eppendorf Namizna centrifuga MiniSpin, termoblok Thermomixer comfort, 
avtomatske pipete (1 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μl in 2,5 μl), 
mikrocentrifugirke 
GE Healthcare  Nitrocelulozna membrana Amersham Hybond™ ECL™  
Gilson Avtomatske pipete (1 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μL, 2,5 μL) 
Hettich Centrifuga Universal 320R 
IKA  Magnetno mešalo, vibracijski stresalnik MS3 basic  
inoLab  pH meter WTW series  
Invitrogen Naprava za avtomatizirano štetje celic Countess, števne ploščice, 
Elektroporator Neon™  
Iskra PIO d.o.o. Brezprašna komora M18 
Leica  Invertni svetlobni mikroskop  
MWG Biotech Naprava za verižno reakcijo s polimerazo Primus 25 Thermal Cycler 
Nunc  Plošče s 96 luknjicami 
Partec Cyflow - pretočni citometer  
Sartorius Stedim Biotech Tehtnica 
Starlab  Stresalnik za mikrotitrske plošče Microplate mixer  
Tecan  Spiralec plošč za ELISE  
Thermo Scientific NanoDrop 1000 
TPP Posodice za gojenje celičnih kultur različnih velikosti, serološke pipete, 
centrifugirke 
 
Brvar L. Priprava in preverjanje aktivnosti delecijske mutante gena naravne imunosti NLRP3 … CRISPR/Cas9. 




Preglednica 2: Uporabljene kemikalije 
Proizvajalec Kemikalija 
Applied Biosystems iBlock 
Fermentas 6x DNA nanašalni pufer, DNA standarda: O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix in 
GeneRuler™ 1kb DNA ladder 
Gibco FBS (Fetal Bovine Serum), DMEM 
IDT Oligonukleotidi 
Kemika amonijev klorid 
NEB Restrikcijski encimi 
Qiagen barvilo tripan modro 
Sigma-Aldrich Etidijev bromid, agaroza, tripsin-EDTA, DMSO, metanol, kalcijev klorid, Tween 
20 
Thermo Scientific Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase, dNTP 
3.3 KOMPLETI 
Preglednica 3: Uporabljeni kompleti 
Poizvajalec Komplet 
Ambion MEGA clearTM  
Invitrogen™ PureLink® HiPure Plasmid Midiprep Kit 
Invitrogen™ PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit  
NEB HiScribe T7 high yield RNA synthesis 
Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit  
Thermo Scientific IL-1 beta Mouse ELISA Kit 
Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit 
Thermo Scientific SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate 
Thermo Scientific Pierce™ ECL Western Blotting Substrate 
3.4 RESTRIKCIJSKI ENCIMI 
Preglednica 4: Uporabljeni restrikcijski encimi 
Restrikcijski encim Prepoznavno mesto Proizvajalec 
EcoRI G↓AATTC New England Biolabs (NEB) 
BamHI G↓GATCC New England Biolabs (NEB) 
HindIII A↓AGCTT New England Biolabs (NEB) 
XbaI T↓CTAGA New England Biolabs (NEB) 
BbsI GAAGAC(N)2↓ New England Biolabs (NEB) 
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3.5 BAKTERIJSKI SEVI 
Preglednica 5: Uporabljene celične kulture 
Bakterijski sev Opis Vir 
TOP10 
So bakterijske celice E. Coli, ki omogočajo stabilno 
pomnoževanje plazmidov z visokim številom kopij. 






So bakterijske celice E. coli narejene za kloniranje direktnih 
ponovitev (direct repeats), ki so prisotni v lentivirusnih 
ekspresijskih vektorjih. Celice zmanjšajo pogostost 
homolognih rekombinacij dolgih terminalnih ponovitev 
(LTRs) prisotnih v lentivirusnih in retrovirusnih vektorijih. 
Uporabili smo jih za kloniranje LentiCRISPR in 
RetroCRISPR plazmidov. Imajo rezistenco na streptomicin. 
Invitrogen 
3.6 CELIČNE KULTURE 
Preglednica 6: Uporabljene celične kulture 
Celična kultura Opis Vir 
NIH3T3 Trajna celična linija embrionalnih mišjih fibroblastov. Cell line service 
HEK 293 
Trajna celična linija, ki izhajajo iz človeških embrionalnih 




Imortalizirani makrofagi iz celic kostnega mozga. Priprava 
je opisana v Hornung in sod., 2008. 
Pridobili smo jih kot 
darilo Kate Fitzferald 
(University of 
Massachusetts Medical 
School, ZDA)  
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3.7 ZAČETNI OLIGONUKLEOTIDI 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
Št. Ime/funkcija Nukleotidno zaporedje 
4820 mU6 promotor_for CAGCACAAAAGGAAACTCACC 
5389 U6prom-F ATGATTCCTTCATATTTGCAT 
5416 pCAG-EGxxFP_seq_fw GCAACGTGCTGGTTATTGTG 
5417 pCAG-EGxxFP_seq_rw ATTAGCCAGAAGTCAGATGC 
7012 EGxxFP/D8 NLRP EcoRI rw2 AAGAATTCATCCACCTAGCCAAAGTCTC 
7013 T7E1 D8 NLRP3 fw ACTGGAACTGTTCTACTGCC 
7014 T7E1 D8 NLRP3 rw ATCCACCTAGCCAAAGTCTC 
6938 D8 sgRNA1 fw CACCGAGGAGAGGAGGTCGACCCT 
6939 D8 sgRNA1 rw AAACAGGGTCGACCTCCTCTCCTC 
6940 D8 sgRNA2 fw CACCgAGGAGGTCGACCCTTGGACC 
6941 D8 sgRNA2 rw AAACGGTCCAAGGGTCGACCTCCTc 
6942 D8 sgRNA3 fw CACCgTTTTCACAACTCGCCCAAGG 
6943 D8 sgRNA3 rw AAACCCTTGGGCGAGTTGTGAAAAc 
6944 D8 sgRNA4 fw CACCGTAGGGTCAAAACGCTTTCCC 
6945 D8 sgRNA4 rw AAACGGGAAAGCGTTTTGACCCTAC 
6946 D8 sgRNA5 fw CACCGTTTTTTTCACAACTCGCCCA 
6947 D8 sgRNA5 rw AAACTGGGCGAGTTGTGAAAAAAAc 
7009 EGxxFP/D8 NLRP3 BamHI fw1 AAGGATCCAAGTTGCAAGATCTCTCAGC 
7010 EGxxFP/D8 NLRP NheI rw1 AAGCTAGCATCCACCTAGCCAAAGTCTC 
7011 EGxxFP/D8 NLRP BamHI fw2 AAGGATCCAAGTTGCAAGATCTCTCAGC 
7012 EGxxFP/D8 NLRP EcoRI rw2 AAGAATTCATCCACCTAGCCAAAGTCTC 
7013 T7E1 D8 NLRP3 fw ACTGGAACTGTTCTACTGCC 
7014 T7E1 D8 NLRP3 rw ATCCACCTAGCCAAAGTCTC 
6568 T7-sgRNA rw AAAAGCACCGACTCGGTGCC 
7081 sgR3 D8 NLRP3 fw TAATACGACTCACTATAGTTTTCACAACTCGCCCAA
GG 
7082 sgR5 D8 NLRP3 fw TAATACGACTCACTATAGTTTTTTTCACAACTCGCC
CA 
3.8 PROTITELESA 
Preglednica 8: Uporabljena protitelesa 
Ime Proizvajalec 
Mišja anti-NLRP3/NALP3, mAb (Cryo-2) AdipoGen 
Kozja anti-mouse IgG-HRP Jackson Immuno research 
Mišja mAb anti-β-Actin (8H10D10) Cell Signaling Technology 
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3.9.1 PX330 (PX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9) 
Plazmid ima vneseno zaporedje za encim Cas9, promotor U6 in zaporedje, ki omogoča 
izražanje sgRNA, ko v restrikcijsko mesto BbsI na plazmidu vstavimo zaporedja vodilne 
RNA. V celicah se iz plazmida prepiše mRNA za encim Cas9 in sgRNA, kar vodi v 
rezanje tarčne regije v genomu. Plazmid vsebuje rezistenco na ampicilin, kar omogoča 
selekcijo uspešno transformiranih E. coli TOP 10 (Slika 7) (Cong in sod., 2013). 
 
Slika 7 Shema plazmidnega vektorja PX330 (Cong in sod., 2013) 
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3.9.2 PX458 – (pSpCas9(BB)-2A-GFP) 
Plazmid vsebuje zaporedje za Cas9 iz S. pyogenes, dodan pa ima 2A-eGFP in zaporedje za 
sgRNA v katero vstavimo izbrano vodilno zaporedje na restrikcijskem mestu BbsI. Ker se 
na plazmidu izraža protein GFP lahko sesalske celice, ki so prejele plazmid ločimo od 
drugih glede na izraženo fluorescenco. Vsebuje rezistenco na antibiotik ampicilin (Slika 8) 
(Ran in sod., 2013). 
 
Slika 8: Shema plazmidnega vektorja PX458 – (pSpCas9(BB)-2A-GFP) (Ran in sod., 2013) 
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Plazmid smo uporabili za preverjanje aktivnosti zaporedij vodilne RNA. Plazmid ima 
zaporedje DNA dveh fragmentov gena eGFP, ki imata 482 bp homologije, med njima pa 
mesto kamor lahko vstavimo ciljno zaporedje DNA. Ko poteče rez ciljnega zaporedja se 
zaradi preloma dvojne verige prilegajoča konca gena eGFP združita, kar omogoči izražanje 
aktivnega proteina eGFP. Zaporedje, ki smo ga vnesli je bilo -/+ 300 bp od mesta, kjer smo 
predvidevali cepitev verige z encimom Cas9. Plazmid vsebuje rezistenco na ampicilin 
(Slika 9) (Mashiko in sod., 2013). 
 
Slika 9: Shema plazmidnega vektorja pCAG-EGxxFP (Mashiko in sod. 2013) 
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3.9.4 Lentivirusni vektor (lentiCRISPR V2) 
Plazmid vsebuje dve ekspresijski kaseti. Eno za hSpCas9, drugo pa za vodilno RNA. 
Vektor se lahko cepi z restrikcijskim encimom BsmBI, kar omogoči kloniranje želene 
sgRNA, ki je dodana kot par 20 bp dolgih prilegajočih oligonukleotidov (Slika 10) 
(Sanjana in sod., 2014). 
 
 
Slika 10: Shema plazmidnega vektorja lentiCRISPR V2 (Sanjana in sod., 2014) 
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3.9.5 RetroCRISPR – pQCX/mU6-SV-Cas9-iG 
Je retrovirusni plazmid, ki ima vneseno restrikcijsko mesto za vnos zaporedja sgRNA in 
zaporedje za Cas9. Vsebuje rezistenco na ampicilin (Slika 11). 
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3.10.1 Gojišča za bakterije 
Za razmazovanje in selekcijo posameznih kolonij smo uporabljali trdno lizogeno gojišče - 
LB (angl. lysogeny broth) z dodanim antibiotikom ampicilinom ali kanamicinom, odvisno 
od rezistence na plazmidu. Za pripravo LB gojišč smo v erlenmajerico natočili ustrezen 
volumen demineralizirane vode, raztopili LB medij (25 g/L) in erlenmajerice zaprli. Vsa 
gojišča smo sterilizirali v avtoklavu. Trdnemu gojišču smo pred sterilizacijo dodali agar. In 
po sterilizaciji dodali ustrezen antibiotik in razparcelirali v plošče.  
Tekoča gojišča smo uporabljali za pripravo gojenje posameznih bakterijskih koloni. Preden 
smo bakterije nacepili v gojišča smo dodali ustrezen antibiotik (50 μg/mL).  
3.10.2 Gojišče za sesalske celične linije 
Gojišče za celične kulture smo pripravili tako, da smo v 0,5 L svežega gojišča DMEM 
(ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) sterilno dodali 55 mL fetalnega govejega 
seruma (FBS), da smo dobili gojišče z 90 % DMEM in 10 % FBS. Takšno gojišče smo 
uporabljali pri delu z vsemi sesalskimi celičnimi kulturami. Z gojiščem smo vedno delali 
sterilno in ga pred uporabo dali v inkubator, da se je segrelo na 37 °C. 
3.11 STERILIZACIJA OPREME IN ASEPTIČNO DELO 
Gojišča in ostali material, ki smo ga uporabljali pri delu z bakterijskimi in celičnimi 
kulturami smo pred začetkom dela sterilizirali s postopkom sterilizacije z vlažno toploto - 
avtoklaviranje. Sterilizacija je potekala pri standardnih pogojih: 20 min, 121 °C in 1,2 bar. 
Raztopine, ki jih nismo mogli sterilizirati s toploto, smo filtrirali s filtracijo preko filtra s 
premerom por 0,2 μm. Uporabljali pa smo tudi sterilno zapakiran material (strgalke za 
celice, nastavki za avtomatski pipetor…). 
Pri delu s sesalskimi celicami smo delali aseptično v brezprašni komori. Komoro smo pred 
in po delu prebrisali s 70 % etanolom. Prebrisali smo tudi opremo, s katero smo delali in 
material, ki smo ga imeli v komori (stojala, pripravljena gojišča, tipsi…). Uporabljali smo 
zaščitno opremo (obujki, halja in mrežica za lase).  
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3.12 IZBIRA CRISPR VODILNEGA ZAPOREDJA  
Konstrukte vodilnih zaporedij za cepljenje s CRISPR/Cas9 smo iskali v območju, kjer se je 
končalo zaporedje mutante D8, ki ima skrajšano obliko gena NLRP3. Zaporedje smo 
primerjali glede na mišji genom v podatkovni bazi Ensembl. Divji tip proteina NLRP3 ima 
1033 aminokislin, delecijska mutanta D8 pa 686 (Slika 12).  
Glede na aminokislinsko zaporedje delecijske mutante D8 smo na strani NCBI (NCBI, 
2017) dobili še nukleotidno zaporedje gena NLRP3. Zaporedja za prileganje možne 
vodilne RNA smo iskali v območju +/- 75 nukleotidov od zadnjega prolina (CCC) mutante 
NLRP3 D8. Da smo dobili ustrezna CRISPR vodilna zaporedja (sgRNA), smo uporabili 
spletno orodje (CRISPR design, 2015), ki olajša iskanje primernih sgRNA in primerja 
možnost netarčnih vezav v genomu. Ustrezna sgRNA zaporedja so lahko nukleotidna 
zaporedja dolga 20 nukleotidov, ki nalegajo na izbrano mesto, a so specifične glede na 
celoten genom in morajo biti v neposredni bližini mesta PAM v smeri proti 5' koncu 

















Slika 12: Aminokislinsko zaporedje proteina NLRP3. Aminokislinsko zaporedje delecijske mutante D8 je 
prikazano s črnimi črkami. 
Program prikaže možna vodilna zaporedja za vneseno DNA in jih razporedi glede na 
možnost netarčnih vezav, glede na izbrani genom (angl. offtarget binding) in specifičnost 
do tarčnega zaporedja (Slika 13). Tako smo zmanjšali možnost, da bi sgRNA v genomu 
delovala na drugih mestih, kar bi lahko vplivalo na delovanje drugih genov in bi imelo 
neželene posledice. 
Brvar L. Priprava in preverjanje aktivnosti delecijske mutante gena naravne imunosti NLRP3 … CRISPR/Cas9. 




Slika 13: Prikaz rezultata spletnega orodja za iskanje zaporedij sgRNA (CRISPR design, 2015). Najboljše 
vodilne sgRNA imajo najboljšo oceno. Na desni strani je zaporedje PAM. 
Zaporedje za sgRNA smo pripravili po članku Yang in sod., (2014). Dodali smo 
restrikcijska mesta za restrikcijski encim BbsI, kar je omogočalo ligacijo v plazmid PX330 
in PX458 (Slika 14). Vnos v plazmid je omogočal izražanje tarčne sgRNA in proteina 
Cas9, ko smo plazmide transficirali v živalske celice. S spletnim programom »reverse 
complement« (Stothard, 2000) je bilo narejeno ustrezno 3´ - 5´ zaporedje izbranega 
vodilnega zaporedja. Gvanin smo dodali na začetek zaporedja, če še ni bil prisoten, zaradi 
boljše transkripcije s T7 polimerazo.  




Slika 14: Primer pripravljenega zaporedja za vnos v plazmide. Poudarjena so nova restrikcijska mesta, z malo 
pa je zapisan dodan gvanin in komplementarni citozin. 
3.12.1 Prileganje začetnih oligonukleotidov in vnos v plazmid 
Za prileganje začetnih oligonukleotidov za izgradnjo sgRNA konstruktov smo uporabili 
začetne oligonukleotide z zaporednimi številkami od 6938 – 6947. Skupaj smo zmešali 10 
μL vodilnega in 10 μL povratnega zaporedja (100 μM) in jih združili s PCR-jem. Izbrane 
konstrukte smo z ligacijo vključili v odprte plazmide PX330 ali PX458. 
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3.13 TEHNIKE REKOMBINANTNE DNA IN GENETSKE TEHNIKE 
3.13.1 Verižna reakcija s polimerazo 
Za pomnoževanje specifične regije DNA smo uporabili metodo verižne reakcije s 
polimerazo (PCR). Osnovna reakcija s katero smo pomnoževali želene odseke DNA je 
opisana v preglednici 9. V reakcijah smo za matriko uporabljali plazmide, ki so vsebovali 
konstrukte, ki smo jih želeli namnožiti. V reakcijah smo porabljali 100 ng DNA, dodali pa 
smo tudi 1 μL DMSO, ki zmanjša nastanek sekundarnih struktur pri začetnih 
oligonukleotidih. V reakciji smo prilagajali volumen ultra čiste vode, glede na 
koncentracijo DNA, da je bil končni volumen vedno isti.  
Preglednica 9: Mešanica za pomnoževanje DNA fragmentov 
Kemikalija Volumen (μL) 
Sterilna ultra čista voda 31 
DNA (100 ng) 1 
5x HF pufer 10 
dNTP (10 mM) 4 
20 μM začetni oligonukleotid (vodilni) 1 
20 μM začetni oligonukleotid (povratni) 1 
DMSO 1 
DNA polimeraza Phusion HSII 1 
Kočni volumen 50 μL 
 
PCR reakcije so potekale po pogojih v preglednici 10. Spreminjali smo temperaturo 
prileganja (temperatura, pri kateri začetni oligonukleotidi nalegajo na zaporedje DNA), 
glede na talilno temperaturo začetnih oligonukleotidov in glede na prisotnost nespecifičnih 
pomnožkov. Če so bili prisotni nespecifični pomnožki smo dvignili temperaturo prileganja. 
Na tak način je začetni oligonukleotid slabše nalegal na podobna zaporedja, zato je bilo 
manj netarčnih pomnožkov. Čas podaljševanja (čas ob temperaturi 72 °C) pa smo 
prilagajali glede na dolžino fragmenta, ki smo ga pomnoževali (4 kb/min). Čas podaljšanja 
je bil vedno daljši, da je polimeraza zaključila podaljševanje. 
Preglednica 10: Pogoji standardne reakcije PCR 
Ime koraka Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 98 °C 5 min 






Končno podaljševanje 72 °C 10 min 
Shranjevanje  4 - 10 °C ∞ 
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3.13.2 Agarozna gelska elektroforeza 
3.13.2.1 Priprava agaroznega gela 
Natehtali smo ustrezno količino agaroze glede na želen % gela (za 1% agarozni gel = 1 g, 
pri V=100 mL), prenesli v erlenmajerico, dodali 100 mL 1x pufra TAE in raztopili v 
mikrovalovni pečici. Ko se je gel ohladil na temperaturo ~50 °C, smo dodali 5 μL 
etidijevega bromida (c=10 mg/mL) in pomešali. Gel smo vlili v pripravljeno kadičko, v 
katero smo dali glavniček. Z izbiro glavnička smo določili število luknjic in njihov 
volumen.  
Agarozno elektroforezo smo izvedli v pufru TAE. Različne koncentracije gela so 
omogočale boljšo ločbo DNA. Običajno smo uporabili 1 % agarozni gel, ki je primeren za 
ločevanje DNA fragmentov dolgih med 500 – 10000 bp. Za ločbo večjih fragmentov (okoli 
10000 bp), smo uporabili manjšo koncentracijo gela (0,7 %), za ločbo manjših fragmentov 
(pod 500 bp), pa smo uporabili večjo koncentracijo (2 %).  
3.13.2.2 Nanašanje na gel  
Vzorce DNA/RNA smo nanašali na agarozni gel. Pripravljenim vzorcem DNA (PCR 
produkti, plazmidi, restrikcijske mešanice...) smo dodali ustrezen volumen 6x nanašalnega 
pufra, da je bila končna koncentracija pufra 1x in vzorce nanesli na gel. V en žepek na gelu 
smo vedno dodali DNA lestvico, ki je služila za preverjanje dolžine fragmentov. DNA 
lestvico smo izbrali glede na predvideno velikost fragmentov. Kot kontrolo smo pri 
restrikcijah dodali nerezan plazmid.  
Elektroforezo smo izvedli pri konstantni napetosti v območju 110-130V, toliko časa, da so 
bili fragmenti DNA jasno ločeni. V pomoč nam je bila fronta barvila, s katero smo lahko 
predvideli gibanje fragmentov. Po koncu elektroforeze smo lahko gel slikali s DNR Bio-
Imaging sistemom, UV transiluminator pa smo uporabili za izrezovanje fragmentov DNA.  
3.13.2.3 Izolacija fragmentov DNA 
Fragmente DNA smo izolirali z uporabo kompleta GeneJET PCR Purification (Thermo 
Scientific). Komplet temelji na vezavi DNA na silikatno membrano. S kompletom smo 
lahko takoj izolirali PCR reakcije in restrikcijske mešanice za katero smo vedeli, da 
vsebujejo le 1 fragment DNA. Če so mešanice vsebovale več fragmentov smo jih najprej 
ločili z agarozno elektroforezo.  
Pri izolaciji iz agaroznega gela, smo koščku gela dodali enak volumen vezavnega pufra 
glede na maso in inkubirali na 55 °C dokler se gel ni raztopil. Nato smo delali po 
protokolu.  
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DNA smo iz kolone eluirali v 50 μL ultra čiste vode. Če smo hoteli višjo koncentracijo 
izolirane DNA smo zmanjšali volumen ultra čiste vode do najmanj 20 μL. Koncentracijo 
izolirane DNA smo pomerili z napravo Nanodrop 1000. 
3.13.2.4 Merjenje koncentracije RNA in DNA z Nanodrop1000 
Za merjenje koncentracij nukleinskih kislin smo uporabili napravo Nanodrop 1000. 
Napravo smo umerili na ultra čisto vodo ali TE pufer, odvisno s čim smo eluirali DNA ali 
RNA iz membrane. Pri 260 nm smo izmerili koncentracijo nukleinskih kislin v vzorcu 
(DNA ali RNA), pri 230 nm vsebnost soli, pri 280 nm pa vsebnost proteinov. Čistost 
vzorca DNA ali RNA smo preverili z izračunom razmerja vrednosti 260 nm/280 nm in 260 
nm/230 nm. Iz razmerja smo videli kako čisti so naši vzorci. Za merjenje koncentracije 
DNA smo izbrali tip vzorca DNA-50, za RNA pa RNA-40, s čimer smo definirali 
ekstinkcijski koeficient. Program je nato po Beer-Lambertovi enačbi (1) izračunal 
koncentracijo nukleinskih kislin glede na ekstinkcijski koeficient, pot svetlobe in 
izmerjeno absorbanco.  
A = E * b * c               … (1) 
3.13.2.5 Restrikcija DNA  
Z restrikcijskimi encimi smo rezali plazmide in PCR produkte, da smo lahko v odprte 
plazmide vstavljali DNA vključke. Uporabili smo jih lahko tudi kot kontrolo, da smo 
preverili, če se je željen vključek DNA vstavil v plazmid. Preverili smo zaporedja DNA in 
izbrali restrikcijske encime, ki so rezali želene dele DNA. Podatke o aktivnosti encimov v 
ustreznih pufrih smo dobili na strani proizvajalcev. 
Za restrikcijo smo zmešali restrikcijski encim, ustrezen pufer, ustrezno količino DNA in 
ultra čisto vodo do potrebnega volumna (Preglednica 11). Mešanico smo nato inkubirali pri 
temperaturi in času, ki jih je predpisal proizvajalec. Če smo hoteli narediti ligacijo smo 
morali z istimi encimi razrezati vektor (plazmid) in vključek, da so nastali ustrezni konci. 
Preglednica 11: Reakcijska mešanica za restrikcijo 
Ime Količina  
DNA 1-5 μg (preračunano v μL) 
10x pufer 5 μL 
Restrikcijski encim 1 5 μL 
Restrikcijski encim 2* 5 μL 
voda do 50 μL 
* če je imela reakcija več restrikcijskih encimov. 
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Ker imajo pufrov restrikcijski encimi različne aktivnosti v restrikcijskih pufrih smo na 
spletni strani podjetja NEB in Thermofisher (Restriction Endonucleases, 2016; Restriction 
Enzymes – Thermo Scientific, 2016) poiskali pufre oziroma kombinacije, ki so bili za 
izbrane encime najboljše. Podane so bile tudi temperatura in čas inkubacije. Na spletni 
strani smo uporabili tudi orodje double digest calculator, ki je izbral najboljši pufer pri delu 
z dvema restrikcijskima encimoma. Po inkubaciji smo restrikcijske mešanice z vektorji 
nanesli na agarozni gel ali pa direktno izolirali s kompletom GeneJET PCR Purification.  
3.13.2.6 Ligacija  
Z ligiranjem smo vstavljali želena zaporedja DNA v odprte plazmide (vektor). Zmešali 
smo reakcijsko mešanico (Preglednica 12) in pustili vsaj 20 min na sobni temperaturi. 
Uporabili smo pufer za hitro ligacijo (5x reakcijski pufer: 250 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 
mM MgCl2, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% (w/v) polietilenglikol-8000). Celoten volumen 
smo uporabili za transformacijo v kompetentne celice E. coli TOP10. Maso inserta smo 
izračunali po enačbi (2). Potreben volumen, ki smo ga zmešati, pa smo dobili z deljenjem 
mase in koncentracije DNA. Vedno smo uporabili 100 ng vektorja.  
 
           … (2) 
Preglednica 12: Ligacijske reakcije 
Ime Volumen (μL) 
 
T4 DNA ligaza 
 
1 μL 
100 ng plazmida X μL 
5X pufer za hitro ligacijo 4 μL 
ultra čista voda do 20 μL 
3.13.2.7 Začetni oligonukleotidi 
Začetne nukleotide smo načrtovali glede na zaporedje DNA, ki smo ga želeli pomnožiti. 
Naročili smo jih pri podjetju IDT. Začetne oligonukleotide smo resuspendirali v ultra čisti 
vodi, do končne koncentracije 100 μM. Shranili smo jih na -20 °C. Iz založne raztopine 
(100 μM) začetnih oligonukleotidov smo pripravljali 20 μM delovne koncentracije, ki smo 
jih shranjevali na 4 °C. 
Začetne oligonukleotide smo uporabljali za različne stvari, med drugim: pomnoževanje 
željenih odsekov DNA, sekveniranje, vstavljanje specifičnih vodilnih zaporedij RNA v 
plazmid...  
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3.13.2.8 G block 
G block je dvoverižna DNA, ki je dolga med 125 – 3000 bp, ki omogoča lažjo izgradnjo 
ali modifikacijo genov. Naročili smo jih pri podjetju IDT. Liofilizirane G-blocke smo 
resuspendirali v 50 μL MilliQ vode in inkubirali 20 min na 50 °C. Shranili smo jih na -20 
°C. Uporabili smo jih za kloniranje zaporedij v vektorje. V plazmid smo jih vnesli z 
metodo Gibson. 
3.13.2.9 Kloniranje z metodo Gibson 
Metoda Gibson omogoča povezovanje več prekrivajočih fragmentov DNA v eni reakciji 
pri stalni temperaturi (Slika 15). V mešanici so trije encimi: eksonukleaza, ki naredi 
enoverižne 3' štrleče konce. Konci se lahko nato povežejo na komplementarnih mestih. 
Polimeraza zapolni manjkajoče dele v prekrivajočih delih, DNA ligaza pa zapolni zareze 
(angl. nick) v združenih fragmentih (Gibson Assembly® Master Mix, 2016). Za kloniranje 
po metodi Gibson smo uporabili že pripravljen Gibson master mix. V master mix smo 
dodali 30 ng odprtega vektorja in 30 ng inserta, in dodali vodo do skupnega volumna 7 μL 
in inkubirali 1h na 50 °C brez stresanja. Zatem smo mešanico transformirali v bakterije. 
 
 
Slika 15: Shema delovanja metode Gibson (Gibson Assembly® Master Mix, 2016) 
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3.13.2.10 Transformacija kompetentnih celic 
Za transformacijo kompetentnih celic smo uporabljali celični liniji E. coli; Top10, za 
plazmide PX330, PX458 in pCAG-EGxxFP in linijo Stbl3, za plazmide LentiCRISPR in 
RetroCRISPR.  
Transformacijo smo opravili z metodo toplotnega šoka. Delali smo po postopku (Bacterial 
Transformation: The Heat Shock Method, 2014). Za transformacijo je pomembno okolje 
bogato s kalcijem, ki izhaja iz kalcijevega klorida, ki zmanjša elektrostatično odbojno silo 
med celično steno in plazmidno DNA. Celice smo izpostavili povišani temperaturi (42 °C) 
za kratek čas, s čimer so zaradi nenadne temperaturne razlike nastale pore v membrani, 
skozi katere so celice privzele plazmidno DNA. 
Epruvete s kompetentnimi celicami so bile shranjene na -80 °C. Celice smo najprej 
odmrznili na ledu. V raztopino celic smo dodali 1 μL plazmida (koncentracija okoli 400 
ng/μL), celotno mešanico za ligacijo ali pa celotno mešanico po Gibsonu in inkubirali 30 
min na ledu. Zatem smo celice 4 minute inkubirali na 42 °C in nazaj na led za 3 min. 
Dodali smo 600 μL tekočega gojišča LB brez dodanega antibiotika in stresali 30 min na 37 
°C pri 400 rpm. V tem času so celice razvile odpornost proti selekcijskemu antibiotiku. 
Celice smo centrifugirali 5 min na 3000 rpm in odstranili supernatant do 100 μL v katerih 
smo nato resuspendirali pelet in razmazali na LB plošče, ki so imele dodan ustrezen 
antibiotik in plošče inkubirali vsaj 16 ur na 37 °C. Plošče smo nato hranili v hladilniku na 
4 °C. 
3.13.2.11 Gojenje in izbira posameznih klonov bakterij 
S transformiranjem celic in razmazom na selekcijsko trdno gojišče smo dobili kolonije 
bakterij, ki so vsebovale plazmide. Posamezne kolonije bakterij, ki so zrasle na trdnem 
gojišču LB z dodanim antibiotikom smo prenesli v 10 mL tekočega gojišča LB (miniprep - 
steklenička, ki vsebuje 10 mL tekočega gojišča LB brez antibiotika) v katerega smo 
odpipetirali 10 μL ustreznega antibiotika (založna koncentracija ampicilina = 50 mg/mL). 
Celice smo gojili na 37 °C, s stalnim stresanjem 160 rpm vsaj 16 ur. Nato smo izolirali 
plazmide. Na tak način smo prenesli več različnih kolonij in s sekvenciranjem preverili 
zaporedje DNA. 
3.13.2.12 Izolacija plazmidne DNA 
Posamezne kolonije transformiranih bakterijskih celic, ki smo jih gojili čez noč (vsaj 16 ur) 
v 10 mL gojišča LB, na 37 °C, 160 rpm, smo prelili v 15 mL centrifugirke in centrifugirali 
na 10.000 obratih/min 10 minut. Supernatant smo odlili. Iz dobljenega peleta celic smo s 
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kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit, podjetja Thermo Scientific, izolirali 
plazmidno DNA. Komplet temelji na NaDS/ alkalni lizi celic. Plazmidno DNA izoliramo s 
silikatno membrano. Neželene snovi odstranimo s spiranjem in centrifugiranjem membrane 
s pufrom za spiranje. Elucijo plazmidne DNA smo opravili v 50 μL ultra čiste vode. 
Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo izmerili na napravi Nanodrop 1000.  
Uporaba kompleta miniprep omogoča izolacijo do 20 μg plazmidne DNA. Za pripravo 
večje količine plazmidne DNA smo uporabili komplet Maxiprep ali Midiprep podjetja 
Invitrogen. Posamezne kolonije transformiranih bakterijskih celic smo gojili čez noč (vsaj 
16 ur) v 100mL gojišča LB, na 37 °C pri mešanju 160 /min. Nato smo izolirali po 
navodilih iz kompleta. Uporaba kompleta Midiprep omogoča izolacijo do 350 μg DNA, 
Maxiprep pa izolacijo do 1 mg DNA. 
3.13.2.13 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
Za preverjanje pravilnosti vnesenih zaporedij DNA v plazmide, smo plazmide poslali na 
sekvenciranje. V 10 μL reakcijo za sekveniranje smo dodali od 400 ng – 600 ng DNA, 1,25 
μL 20 μM začetnega oligonukleotida in dopolnili z ultra čisto vodo do končnega volumna 
10 μL. Pripravljene mešanice smo poslali na sekvenciranje v GATC Biotech.  
3.13.3 Test T7E1  
Test temelji na rezu heterodupleksov DNA, ki nastanejo pri prileganju verige DNA, ki je 
bila spremenjena zaradi delovanja CRISPR/Cas9 na verigo nespremenjene DNA.  
Za izvedbo testa T7 smo uporabili 200 ng odseka DNA, ki smo ga pomnožili iz izolirane 
DNA celic v katerih naj bi deloval CRISPR/Cas9. Delali smo po protokolu (T7 
Endonuclease I, 2016). Kot kontrolo smo uporabili DNA iz celic, ki niso bile izpostavljene 
delovanju CRISPR/Cas9. Zaporedjem DNA, katera je rezal encim Cas9, se lahko zaradi 
delovanje popravljalnega mehanizma NHEJ (pri mestu cepitve lahko doda ali odstrani 1-10 
baznih parov. Zmešali smo nespremenjeno zaporedje in zaporedje, ki bi lahko bilo 
spremenjeno (Preglednica 13). Verigi DNA smo nato razklopili, nato pa smo jih s 
padanjem temperature (iz 96 °C do 10 °C) naključno ponovno združili. Na tak način so 
lahko nastale verige DNA, katerih zaporedje se na obeh verigah ni popolnoma ujemalo. 
Napake neujemanja (angl. mismatch),  se odrazijo v nastanku heterodupleksov in drugih 
struktur, ki jih lahko prepozna T7 endonukleaza 1 in takšna mesta razreže. 
 
Odsek okoli konca delecijske mutante D8 smo pomnožili z začetnima oligonukleotidoma 
(7013/7014) in dobili 500 bp dolgo zaporedje DNA s katerim smo delali test T7. Pri delu s 
posameznimi kloni smo prilegali na DNA divjega tipa, kjer nismo pričakovali sprememb, 
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če pa smo uporabili lizate celic, izoliranih iz vseh transficiranih celic, pa divjega tipa nismo 
dodali, saj je bil procent transfekcije nizek tako, da so že bile prisotne celice divjega tipa.  
 
Preglednica 13: Reakcijska mešanica za ponovno prileganje verig 
Ime Količina 
 
10x NEBuffer 2 
 
2 μL 
DNA  200 ng (vzorec + kontrola v razmerju 1:1) 
ultra čista voda do 20 μL 
V 20 μL mešanico za ponovno prileganje smo dodali 1 μL T7 endonukleaze 1 in inkubirali 
15-20 min na 37 °C. Mešanice smo pripravili in nanesli na 2 % agarozni gel, kjer smo 
preverili rezanje. 
3.13.4 CRISPR cepitev in vitro 
3.13.4.1 Namnoževanje matrike sgRNA 
Za izgradnjo matrike, za tvorbo sgRNA, smo s PCR-jem pomnožili odsek na plazmidu 
PX330, ki je vseboval vodilno zaporedje 3 ali 5. Uporabili smo začetna oligonukleotida 
6568 in 7081, konstrukt pa smo izolirali iz agaroznega gela. 
3.13.4.2 Prepis DNA v RNA 
Za prepis smo uporabili komplet HiScribe T7 high yield RNA synthesis. Reakcijo smo 
zmešali (Preglednica 14) in inkubirali čez noč na 37 °C.  






ATP 1,5 μL 
GTP 1,5 μL 
CTP 1,5 μL 
UTP 1,5 μL 
T7 poly mix 1,5 μL 
DNA 1 μg (preračunano v μL) 
ultra čista voda do 20 μL 
 
Glede na predhodne rezultate smo za prepis RNA uporabili 1,5 μL, namesto 2 μL raztopin 
do končnega volumna 20 μL.  
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Nastalo RNA smo izolirali s kompletom MEGA clearTM. Pri tem smo bili še bolj pozorni 
na čistost zaradi prisotnosti RNaz, ki bi lahko razgradile RNA in smo ves material, s 
katerim smo rokovali, prebrisali s 70% etanolom. Po izolaciji smo koncentracijo RNA 
izmerili z Nanodropom z metodo RNA - 40, nato pa do uporabe shranili na -80 °C.  
DNA, ki jo je rezal encim Cas9 smo pomnožili iz DNA miši z začetnima 
oligonukleotidoma 7009 in 7010, ki sta bila uporabljena za vnos v plazmid pCAG-
EGxxFP. Končna dolžina pomnožka je bila zato 600bp. 
3.13.4.3 Cepitev in vitro 
Cepitev in vitro s proteinom Cas9 smo delali po postopku (In vitro digestion of DNA with 
Cas9…, 2016). Uporabili smo encim Cas9, ki je bil narejen in izoliran na Kemijskem 
inštitutu in Cas9 reakcijski pufer (Preglednica 15). 





200 mM  
NaCl 1 M 
MgCl2 50 mM 
EDTA 1 mM 
Ultra čista voda do 50 mL 
pH 6,5 
 
Za cepitev in vitro smo pripravili reakcijsko mešanico in dodali DNA (Preglednica 16). 
Molarno ravnovesje RNA, cas9 encima in DNA smo pripravili po postopku in sicer 
10:10:1. 
Preglednica 16: Reakcijska mešanica cepitve in vitro 
Ime Količina 
 
10x Cas9 Nuclease Reaction Buffer 
 
2 μL 
sgRNA 100 μM 
Cas9 nuclease 100 μM 
Ultra čista voda do 20 μL - V DNA 
           






          1h na 37 °C in shranjevanje na -20 °C do nanosa na PAGE gel. 
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Za preverjanje učinkovitosti konstruktov CRISPR smo uporabili plazmid pCAG-EGxxFP, 
v katerega smo klonirali 600bp dolgo zaporedje gena NLRP3, ki se nahaja +/- 300bp parov 
od mesta, kjer se konča delecijska mutanta D8. Test temelji na izražanju eGFP proteina, ki 
nastopi ob rezu tarčnega zaporedja v plazmidu (Slika 16). V plazmid sta vnesena dva dela 
zaporedja DNA proteina eGFP, ki imata 382bp dolgo prekrivajoče se zaporedje. Med dela 
vnesemo ciljno zaporedje. Protein eGFP se lahko izraža v primeru, ko je ciljno zaporedje 
rezano, kar povzroči povezovanje zaporedij DNA proteina eGFP zaradi homologije in 
posledično nastanek funkcionalnega proteina (Mashiko in sod., 2013). Regijo, ki smo jo 
vključili v plazmid, smo pomnožili s PCR in jo vključili v plazmid pCAG-EGxxFP. 
Uporabili smo začetna nukleotida, ki sta imela v zaporedju restrikcijski mesti za rezanje z 
BamHI in EcoRI za vstavitev zaporedja v plazmid z ligacijo.  
 
Slika 16: Shema delovanja testa s plazmidom pCAG-EGxxFP (Mashiko in sod., 2013). 
3.15 METODE DELA S PROTEINI 
3.15.1 Izolacija proteinov iz makrofagov 
Celicam smo odsrkali gojišče in dodali lizni pufer (100 μL/jamico na plošči z 48 
jamicami). Lizni pufer smo zmešali z naslednjim protokolom: 1 mL pufer (10 mM Tris-
HCl, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100, 0.5 % deoksiholat) in 10 μL 
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proteinaznega inhibitorja. Naprej smo delali na ledu. Počakali smo 10 min, da so celice 
lizirale, nato pa v vsaki jamici resuspendirali lizirane celice in jih prenesli v epice. Epice 
smo za 10 min dali na -80 °C, da je bila liza še učinkovitejša, nato pa smo vzorce 
centrifugirali 7 min na 17500 rpm pri 4 °C. Supernatant smo prenesli v sterilno epico in 
uporabljali za merjenje BCA in analize proteinov. Vzorce smo shranjevali pri -80 °C. 
3.15.2 Test BCA 
Za določitev koncentracije proteinov v vzorcih smo opravili test z bikinhonsko kislino 
(BCA). Na ploščo s 96 vdolbinicami, ki je primerna za merjenje absorbance, smo nanesli 
po 30 μL standarda. Za standard smo uporabili redčitve govejega serumskega albumina 
(BSA). Za umeritveno krivuljo smo uporabili koncentracije 1 μg/mL, 500, 250, 125, 62,5, 
31,75 ng/mL in ultra čisto vodo. Vzorce smo pripravili tako, da smo v luknjice odpipetirali 
25 μL ultra čiste vode in dodali 5 μL vzorca proteinov. Vzorce in standardno vrsto smo 
prelili z 200 μL raztopine BCA in bakrovega (III) sulfata (50:1) ter inkubirali 30 min na 37 
°C. Ploščo smo imeli med inkubacijo zavito v aluminijasto folijo. 
Po inkubaciji smo na napravi Synergy Mx s programom Gen5 1.10 pomerili absorbanco 
vzorcev pri 562 nm. Iz umeritvene krivulje smo lahko nato izračunali koncentracijo 
proteinov, ki smo jo imeli v vzorcih. 
3.15.3 Priprava vzorcev za NaDS PAGE elektroferezo 
S poliakrilamidno gelsko elektroferezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS 
PAGE) smo na poliakrilamidnem gelu preverjali izolirane proteine. Pri nanosu na NaDS 
PAGE smo zaradi primerljivosti med vzorci nanašali enako količino proteinov. Glede na 
izračunano vrednost koncentracij proteinov v vzorcih, dobljeno s testom BCA, smo 
pripravili 40 μg proteinov na vzorec v 30 μL. Temu smo dodali 10 μL 4x NaDS nanašalni 
pufer z dodanim reducentom, premešali, na kratko centrifugirali in vzorce inkubirali 5 
minut na 95 °C. Če pripravljenih vzorcev nismo takoj nanesli na gel, smo jih shranili na -
20 °C ali -80 °C. 
3.16 POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
3.16.1 Priprava poliakrilamidnih (PAGE) gelov 
Za vlivanje poliakrilamidnih gelov smo pripravili podstavek na katerega smo dali ustrezno 
debelo stekelce (0,75, 1 ali 1,5 mm) in prekrili s krovnim stekelcem in na dnu stisnili ob 
gumo. Izbira različnih stekelc je omogočala vlivanje različno debelih gelov. V tako 
pripravljena stekelca smo lahko vlili gel. Zamreženost gela smo prilagajali glede na 
velikost proteina, ki smo ga želeli zaznati. Preračunali smo volumen mešanice, ki smo jo 
potrebovali za vlivanje ustreznega števila gelov in zmešali tako, da smo APS in TEMED 
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dodali na koncu, ker polimerizirata gel. Mešanico smo nato pomešali s pipeto ali 
pipetorjem in vlili v pripravljena stekelca. 
Strjenim gelom smo odstranili glavniček in jih s stekelci vred odstranili iz podstavka. 
Sprali smo jih z DEMI vodo in prvo zavili v omočen papir in nato v aluminijasto folijo. 
Stekelca z vlitimi geli smo shranili v hladilniku na 4 °C. 
3.16.2 Priprava gelov za NaDS PAGE 
Pri NaDS PAGE gelih smo vlivali dva različna gela. Kot prvi smo vlili seperacijski gel 
(Preglednica 17), ki je služil za ločevanje proteinov po velikosti. Pri vlivanju smo pazili 
smo, da smo pustili dovolj prostora za vstopni gel in na vrh dodali še približno 200 μL 
izopropanola, da se je gel strdil v ravno črto in je bil brez mehurčkov. Pred vlivanjem 
vstopnega gela smo počakali vsaj pol ure, da se je separacijski gel strdil. 
Preglednica 17: Separacijski gel (10 %, širok 1,5 mm) 
Ime Volumen  
 
Ultra čista voda 
 
3,8 mL 
1,5M Tris (pH 8,8) 2,6 mL 
10 % NaDS 0,1 mL 
30 % akrilamid 3,4 mL 
10 % APS 100 μL 
TEMED 10 μL 
 
S filter papirjem smo popivnali izopropanol iz gela in nato do vrha vlili mešanico za 
vstopni gel (Preglednica 18). Previdno smo vstavili glavniček, ki je imel želeno število 
žepkov in pazili, da pri tem niso nastali mehurčki zraka. Vstopni gel služi koncentriranju 
proteinov v vzorcu z namenom, da proteini hkrati vstopijo v separacijski gel. 
Preglednica 18: Vstopni gel (4 %, širok 1,5 mm) 
Ime Volumen 
 
Ultra čista voda 
 
2,975 mL 
0,5M Tris-HCl (pH 6,8) 1,25 mL 
10 % NaDS 0,2 mL 
30 % akrilamid 0,67 mL 
10 % APS 50 μL 
TEMED 5 μL 
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3.16.3 Priprava gelov za nativno PAGE elektroforezo 
Nativne poliakrilamidne gele smo uporabljali za preverjanje rezanja DNA, pri testu T7. 
Geli niso vsebovali NaDS, ki bi lahko vplivali na vzorce. Mešanico (Preglednica 19) smo 
vlili do vrha stekelc in vstavili ustrezen glavniček, saj nismo vlivali vstopnega gela. Gel 
smo pustili vsaj 30min, da se je strdil. 
Preglednica 19: Priprava gela za nativni PAGE (10 %, širok 1,5 mm) 
Ime Volumen 
 
Ultra čista voda 
 
6,175 mL 
10x TBE 1,1 mL 
30 % akrilamid 3,675 mL 
10 % APS 55 μL 
TEMED 5,5 μL 
3.16.4 Elektroforeza PAGE  
Ustrezne vlite gele smo dali v podstavek in nato do vrha podstavka med gela nalili ustrezni 
pufer, glede na to ali smo delali NaDS ali nativno PAGE in podstavek vstavili v 
elektroforezo. V kadičko smo dolili pufer, da je bila spodnja elektroda prekrita s pufrom, 
da je lahko skozi gel tekel tok.  
Nanašali smo pripravljene vzorce. Za nativno PAGE smo delali podobno kot pri agarozni 
elektroforezi, torej vzorce smo zmešali s 6x nanašalnim pufrom, zraven pa nanesli še 10 
μL ustrezne DNA lestvice. Pri NaDS page pa smo nanesli 7 μL proteinske lestvice in 
vzorce (20 μg proteinov). 
NaDS elektroforezo smo izvedli pri 200V za približno 40 - 60 min, v pomoč pa nam je bil 
proteinski standard, ki je omogočil, da smo glede na standard elektroforezo ustavili, ko je 
bilo območje z željenim proteinom najboljše ločeno. Nativno PAGE elektroforezo smo 
izvedli pri 150V za 75-90 min.  
NaDS page gele smo uporabili za prenos po westernu, nativne PAGE gele pa smo barvali v 
50mL raztopini Sybr gold nuclei stain (1:10000) v 1x TBE pufru in stresali 30 min na 
sobni temperaturi, pokrite z aluminijasto folijo. Gele smo nato slikali podobno kot gele za 
agarozno elektroforezo.  
3.16.5 Prenos po westernu 
Po koncu NaDS PAGE elektroforeze smo gel prenesli na membrano za prenos po 
westernu. Gel smo položili na omočeno nitrocelulozno membrano okoli pa smo dali 
namočene filter papir in gobice ter zaprli kaseto. Namakali smo v pufru za prenos. Kaseto 
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smo dali v kadičko za prenos po westernu in dodali elektroforezni pufer, ki je bil ohlajen 
na 4 °C. Za hlajenje pa smo vstavili zmrznjen blok ohlajen na -20 °C. V kadičko smo dali 
magnet in dali na magnetno mešalo. Prenos smo izvedli 60-90 min pri 350 mA in na 45 
min menjali zmrznjen blok. Proteini so zaradi električnega toka potovali iz gela na 
nitrocelulozno membrano. Po končanem prenosu smo kaseto razstavili in membrano s 
prenesenimi proteini blokirali vsaj 1 h v pufru PBS-T (8mM Na2HPO4, 150mM NaCl, 
2mM KH2PO4, 3mM KCl, 0.05% Tween® 20), ki smo mu dodali iBlock (2 g/l). 
Blokiranje v raztopini iBlock (reagent iBlock temelji na visoko čistem kazeinu). Blokiranje 
membrane je pomembno, da se prepreči nespecifične vezave protiteles. S tem zmanjša 
signal ozadja pri slikanju gelov (Mahmood in Yang, 2012).  
3.16.5.1 Vezava protiteles 
Protitelesa proti NLRP3 ali aktinu smo razredčili v ustreznem volumnu iBlock pufra 
(približno 7 mL na povprečno veliko membrano). Membrano in pripravljena mišja 
protitelesa smo stresali na stresalniku za 90 min – 2 h. Nato smo membrano sprali. 
Na primarna protitelesa smo vezali sekundarna protitelesa (proti Fc regiji mišjih protiteles), 
ki so konjugirana z encimom hrenova peroksidaza in stresali še 60 min – 90 min. Po koncu 
smo membrane spet sprali. 
3.16.5.2 Spiranje membran 
Membrane smo potopili v kadičko s pufrom PBS-T in stresali na stresalniku. Spirali smo 
15 min, nato pa še 3x po 5 minut. Vsakič smo zamenjali pufer. Na tak način smo odstranili 
nevezana protitelesa. 
3.16.5.3 Slikanje membran (ECL, Femto) 
Za detekcijo označenih sekundarnih protiteles na membrani smo uporabili komplet Femto 
ali ECL. Uporaba kompleta Femto je omogočila hitrejše in močnejše reakcije. Uporabili 
smo ga na membranah, kjer ni bilo jasno vidnih pasov po barvanju z ECL. Uporabili smo 
sprane membrane, na katere smo predhodno vezali sekundarna protitelesa označena s 
hrenovo peroksidazo. Zmešali smo peroksidazni pufer in pospeševalec reakcije v razmerju 
1:1 in nanesli na membrano. Nato smo inkubirali 5 minut v temi. Pred slikanjem smo 
membrano osušili, dali na ravno belo podlago in slikali v temi. Na slikah je vidna svetloba, 
ki nastaja zaradi reakcije hrenove peroksidaze, vodikovega peroksida in substrata luminola, 
dodatki v kompletih ECL in Femto povečajo sproščanje svetlobe, zato so reakcije 
občutljivejše (Thorpe in sod., 1985). 
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3.16.6 Encimskoimunski test (ELISA) 
Encimskoimunski test ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) smo uporabili 
za določanje koncentracije IL-1β v gojišču makrofagov. Uporabili smo komplet IL-1 beta 
Mouse ELISA. Za pripravo ELISA plošče smo v luknjice na ELISA plošči vezali 
protitelesa, ki ujamejo IL-1β , blokirali plošče in nanesli vzorce in standard (IL-1β podjetja 
eBioscience). Nato smo plošče spirali in inkubirali z detekcijskimi protitelesi označenimi z 
biotinom, nanj pa smo nanesli kompleks avidina z vezano hrenovo peroksidazo. Med 
vsakim korakom smo ploščo ELISA ustrezno spirali z napravo Tecan, da smo zmanjšali 
možnost nespecifičnih vezav. Po zadnjem spiranju smo v luknjice dodali substrat za 
hrenovo peroksidazo - TMB in blokirali, ko se je barva začela spreminjati. Absorbanco 
smo izmerili na napravi Synergy mix s programom Gen5 1.10. 
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3.17 DELO S CELIČNIMI KULTURAMI 
3.17.1 Gojenje in pasaže celic 
Sesalske celične kulture smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 v gojitvenih 
posodicah. Uporabljali smo gojitveni medij (90 % DMEM in 10 % serumom FBS). Ko je 
bila gojitvena posodica že skoraj prerasla, smo del celic prenesli v nove gojitvene posode s 
svežim medijem. Preraščenost celic smo spremljali z mikroskopom. Najprej smo odstranili 
star medij, zatem pa smo celice sprali s 5 mL fosfatnega pufra s soljo, da smo odstranili 
komponente FBS, ki inhibirajo delovanje tripsina. Celicam smo dodali 3 mL tripsina z 
EDTA. Po 5 minutah smo tripsin nevtralizirali z dodatkom 7 mL gojitvenega medija. 
Celice smo odstrani od podlage in celoten volumen prenesli v falkonke. Nato smo 
centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min. Pelet smo resuspendirali v 10 mL svežega 
gojitvenega medija. Celice smo lahko nato prešteli in jih redčili za nadaljnje gojenje, ali pa 
uporabili v poskusih. 
3.17.2 Štetje sesalskih celic 
Celice smo pripravili podobno kot pri menjavi gojišč in centrifugirali. Supernatant smo 
nato odlili in resuspendirali v manjšem volumnu gojišča. Nato smo s pipeto odvzeli 10 μL 
suspenzije in dodali isto količino barvila tripan modro (1:1 v/v) in nanesli na števno 
ploščico. Z avtomatskim celičnim števcem Countess smo izmerili koncentracijo živih in 
mrtvih celic in odstotek živosti. Z enačbo (3) smo izračunali število vseh celic in si 
ustrezno pripravili redčitev celic za nadaljnje delo.  
      Število celic = c (celic) x V(celic)            … (3) 
3.17.3 Zamrzovanje sesalskih celic 
Sesalske celične kulture smo zamrznili v 1 mL mešanice 90 % FBS in 10 % DMSO in 
shranili na -80 °C. Po vsaj 24 urah smo celice prenesli v posodo, ki je bila hlajena s 
tekočim dušikom. Viale s celicami se nahajajo v parah tekočega dušika.  
3.17.4 Odmrzovanje sesalskih celic 
Vialo s celično kulturo smo odtalili in odtaljene celice prenesli v centrifugirko, ki je 
vsebovala 9 mL gojišča, ogretega na 37 °C (90 % DMEM in 10 % FBS). Pazili smo, da 
celice niso predolgo izpostavljene DMSO, saj je toksičen. S pipeto smo celice premešali in 
centrifugirali 5 min na 1200 obratih/min, pri sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo 
odsesali supernatant, pelet pa smo resuspendirali v 10 mL svežega gojitvenega medija. 
Celice smo prenesli v gojitveno posodo. 
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3.17.5 Izolacija DNA iz sesalskih celic 
Celice smo gojili v plošči z 12 jamicami. Iz posameznih jamic smo odsrkali izrabljeno 
gojišče in celice resuspendirali v 200 μL PBS/jamico. Združili smo iste ponovitve in 
centrifugirali na 1500 /min za 5 min. Supernatant smo odlili in pelet resuspendirali v 200 
μL PBS. Naprej smo izolirali s kompletom DNeasy Blood & Tissue. 
3.17.6 Aktiviranje produkcije IL-1β v vzorcih makrofagov 
Za preverjanje aktivacije inflamasoma in produkcije IL-1β smo gojili želene klone in jih 
stimulirali z bakterijskimi lipopolisaharidi (LPS) in z nigericinom, kot kontrolo smo dodali 
samo DMEM. LPS služi kot prvi signal za pripravo inflamasoma, nigericin pa aktivira 
sestavljanje inflamasoma. Makrofage smo gojili v plošči s 96 luknjicami. Nato smo v 
gojišče izbranih luknjic zamenjali gojišče DMEM z dodanim LPS in gojili dalje. Po 6 urah 
smo celicam ponovno zamenjali gojišče in dodali aktivator nigericin v DMEM. Po 1 h 
inkubiranju smo supernatante prenesli v novo 96 ploščo in zamrznili na -80 °C. Z vzorci 
smo naredili test ELISA.   
3.18 VNOS DNA V SESALSKE CELICE 
Da so makrofagi in druge sesalske celice sprejeli plazmide, ki so vsebovali konstrukte za 
CRISPR/Cas9, smo uporabili reagent JetPei in elektroporacijo. Reagent JetPei je 
polietileniminski derivat, ki naredi z DNA pozitivno nabite komplekse, ki lahko 
interagtirajo z anionskimi proteoglikani na površini celic. Pri vezavi na membrano se 
kompleksi prenesejo v celico z endocitozo. Lastnost jetPEI reagenta preprečijo razgradnjo 
DNA v endosomu, ker polimer veže protone. DNA vstopi v celico, ko endosomi počijo (In 
vitro DNA Transfection Protocol, 2008). Elektroporacija pa je tehnika, pri kateri z 
električnim pulzom v fosfolipidni membrani ustvarimo pore, skozi katere lahko prehaja 
DNA.  
3.18.1 JetPei 
3.18.1.1 Namnožitev celic 
Celice HEK293 smo nasadili v plošče s 24 luknjicami. Delali smo po protokolu (In vitro 
DNA Transfection Protocol, 2008). V plošče smo prenesli 0,5 – 1 mL medija s 50.000 do 
100.000 celicami. Celice smo gojili 1 dan, nato pa naredili transfekcijo.  
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3.18.1.2 Transfekcija s plazmidom pCAG-EGxxFP 
Celice HEK293 smo transficirali z metodo JetPei. Pri posamezni transfekciji smo uporabili 
plazmid pCAG-EGxxFP in plazmid PX330 z ustrezno sgRNA. Prazen plazmid smo dodali, 
da bi zaradi iste koncentracije DNA izključili njen toksičen vpliv na celice.  
Na posamezno luknjico smo dodali 500 ng plazmidne DNA. V ustrezen volumen 150 mM 
NaCl smo dodali DNA, da smo dobili končni volumen 50 μL na transfekcijsko mešanico. 
PEI reagent smo pripravili glede na količino DNA. Na 1 μg DNA smo dodali 12 μL PEI 
reagenta in dodali 150 mM NaCl do volumna 50 μL na reakcijo. Uporabili smo pripravljen 
plazmid pCAG-EGxxFP in v razmerju 1:1 zmešali s plazmidi PX330, ki so imeli različna 
vodilna zaporedja. Pripravili smo si toliko PEI mešanice kolikor smo imeli transfekcij. Kot 
prazno transfekcijo smo namesto plazmida PX330 dodali plazmid pcDNA3, vseeno pa smo 
dodali plazmid pCAG-EGxxFP. 50 μL PEI reagenta smo dali v DNA in premešali ter na 
kratko centrifugirali. Narejeno mešanico smo pustili 15-30 min na sobni temperaturi. 
Mešanice v tem času ne tresemo, da kompleks PEI in DNA ne razpadeta.  
V gojišče nad celicami smo odpipetirali ustrezne mešanice. Pazili smo, da celic nismo 
odlepili od podlage. Celice smo inkubirali 2 dni, da bi se bolje izrazil protein eGFP. 
Izražanje eGFP smo preverjali z Leica konfokalnim mikorskopom. Vzbujanje eGFP je pri 
488 nm, vrh detekcije pa je pri 507 nm (nastavili smo 500-580 nm). Prilagajali smo 
napetost laserja, da na slepem vzorcu nismo dobili fluorescence.  
3.18.2 Elektroporacija 
Elektroporirali smo sesalske celice iBMDM. Uporabili smo sistem Neon, ko omogoča 
transficiranje sesalskih celic z elektroporacijo, z uporabo posebne pipete. Za posamezno 
transfekcijo smo uporabili 5 x 10
4
 celic. Ustrezen volumen celic smo prenesli v 
mikrocentrifugirke in centrifugirali 5 min pri 1200 rpm. Odstranili smo supernatant, celice 
resuspenidrali v 10 μL pufra R in dodali 1 μg plazmide DNA na reakcijo. Na 
elektroporatorju smo nastavili parametre in celice elektroporirali.  
Po elektroporaciji smo celice prenesli v 250 μL gojišča in gojili nekaj dni. Spremljali smo 
fluorescenco, ki je nakazovala koliko celic ima vnesene plazmide.  
Najprej smo na celicah iBMDM testirali različne parametre elektroporacije (napetost, čas 
in ponovitev) s plazmidom eGFP. Kot najboljši se je izkazal pogoj 1400 V, 10 ms in 3 x 
ponovitev, saj je bilo vizualno celic največ in so najmočneje fluorescirale. Ta pogoj smo 
uporabili za kasnejše elektroporiranje s plazmidom PX458. 
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3.18.2.1 Pretočna citometrija 
Po elektroporaciji in gojenju smo celice ločevali na pretočnem citometru. Kot pogoj za 
ločbo smo imeli fluorescenco, ki so jo izražale celice, ki so prejele plazmid PX458. 
Pretočni citometer smo sprali z raztopino azida v ultra čisti vodi in sortirali celice 
resuspenidrane v fosfatnem pufru s soljo. Najprej smo sortirali celice brez vnesenega 
plazmida in iz dobljenih parametrov ločili celice transficirane s plazmidom PX458 glede 
na fluorescenco.  
3.18.2.2 Serijsko redčenje in gojenje posameznih klonov 
Da smo dobili posamezno celico, v kateri bi lahko deloval encim Cas9, smo celice, ki so 
bile ločene s celičnim ločevalcem, razredčili in gojili v plošči s 96 luknjicami (Slika 17). 
Za razredčitev smo uporabili metodo serijske redčitve (Ryan, 2008). V vse luknjice razen 
A1 smo odpipetirali 100 μL gojišča. Nato smo v A1 odpipetirali 200 μL celične suspenizije 
(4000 celic) in po 100 μL prenašali po stolpcu navzdol. Zadnjih 100 μL smo zavrgli. Nato 
smo z 8 kanalno pipeto v cel stolpec dodali 100 μL gojišča, resuspendirali in na isti način 
iz stolpca prenašali v naslednjega do konca in zavrgli zadnjih 100 μL. V vse luknjice smo 
dodali še 100 μL gojišča in celice gojili.  
 
Slika 17: Shema poteka serijske redčitve celic (Ryan, 2008). 
S svetlobnim mikroskopom smo spremljali rast in označili luknjice, v katerih so celice 
rasle v eni koloniji, kar je nakazovalo, da smo uspešno namnožili posamezen klon. Celice, 
ki so zrasle iz posameznih klonov smo nato gojili dalje. 
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3.19 KLONIRANJE V RETRO IN LENTIVIRUSNI PLAZMID 
Za kloniranje sgRNA v lenti in retrovirusni plazmid smo uporabili protokol (Shalem in 
sod., 2014). Lahko smo uporabili iste začetne oligonukleotide, kot za kloniranje v plazmid 
PX330 in PX458, saj vsebujejo ista restrikcijska mesta. 
  
Vnos zaporedja z restrikcijo ni bil uspešen, ker na gelu nismo dobili jasnega pasu rezanega 
plazmida. Verjetno smo imeli poleg plazmida prisotne nukleaze, ki so pri reakciji 
restrikcije razgradile plazmid. Težave so se pojavljale pri obeh plazmidih, zato smo se 
odločili za fenolno ekstrakcijo plazmidov.  
  
Klub fenolni ekstrakciji smo na gelih dobivali razgrajen plazmid. Plazmid smo na koncu 
očistili tako, da smo nerezan plazmid nanesli in izolirali iz agaroznega gela in nato 
nastavili reakcijo restrikcije. Na takšen način smo dobili odprt plazmid. V plazmid smo 
nato uspešno vstavili zaporedje sgRNA z restrikcijo in z metodo Gibson. 
3.19.1  Fenolna ekstrakcija 
Zaradi karcenogenosti fenola smo celoten postopek izvedli v digestoriju, odpad pa shranili 
za odvoz nevarnih odpadkov. Za fenolno ekstrakcijo smo zmešali 100 μL izoliranega 
plazmida in 100 μL ultra čiste vode. K mešanici smo dodali enak volumen fenol-
kloroform-izoamilalkohola v razmerju (25:24:1), vorteksirali 20 s in centrifugirali 10 min 
na 13400 rpm. Zgornjo vodno fazo smo nato prenesli v novo epico, v novo epico dodali 
200 μL kloroforma in vorteksirali ter centrifugirali kot v prvem koraku. Spet smo prenesli 
zgornjo vodno fazo in k njej dodali Na-acetat (3 M, pH=5,2) (1/10 volumna vodne faze) in 
3 volumne 100 % EtOH. Pomešali smo z obračanjem in dali za 1 h na -80 °C. Nato smo 20 
min centrifugirali na 17000 rpm na 4 °C. Supernatant smo zavrgli, pelet pa 2 x sprali z 0,5-
1 ml 70 % EtOH in posušili v desikatorju. Resuspendirali smo v ultra čisti vodi. 
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4  REZULTATI  
4.1 IZBIRA ZAPOREDJA ZA VNOS MUTACIJE S SISTEMOM CRISPR/Cas9  
V magistrski nalogi smo želeli pripraviti skrajšano mutanto gena NLRP3 z metodo 
CRISPR/Cas9. Neobjavljeni rezultati dr. Ive Hafner Bratkovič in sodelavcev, ki so naredili 
obširno delecijsko mutagenezo NLRP3, nakazujejo, da je najkrajša aktivna varianta 
NLRP3(1-686), ki ima v celoti odstranjeno domeno LRR. Stabilne linije, v katerih so 
preverjali funkcionalnost variant, so pripravili tako, da so v mišje makrofage, ki ne 
vsebujejo endogenega NLRP3, vnesli variante, ki se izražajo ob dodatku doksiciklina. Ker 
je inflamasom NLRP3 reguliran tako na nivoju transkripcije kot tudi posttranslacijskih 
modifikacij smo želeli pripraviti najkrajšo polno aktivno varianto tudi tako, da bi se 
izražala pod endogenim promotorjem.  
Za delo smo si izbrali pet najboljših vodilnih zaporedij, ki smo jih našli s spletnim 
programom CRISPR- mit (Preglednica 20) (CRISPR design, 2015). Izbrali smo si 
zaporedja, ki so imela najvišjo oceno kakovosti in niso imela veliko netarčnih mest v 
genomu. Program je za netarčno mesto štel zaporedja, ki so imele glede na vodilno 
zaporedje največ 4 neujemajoče nukleotide. 













201 (22 v genih) 
2 84 AGGAGGTCGACCCTTGGACC  AGG 73 (16 v genih) 
3 82 TTTTCACAACTCGCCCAAGG   AGG 122 (7 v genih) 
4 80 TAGGGTCAAAACGCTTTCCC   TGG 103 (9 v genih) 
5 80 TTTTTTTCACAACTCGCCCA    AGG 242 (14 v genih) 
Vsa vodilna zaporedja so v bližini konca delecijske mutante D8, vendar sta najbolj 




Slika 18: Mesto kjer se končajo vodilna zaporedja od 1 -5. Mesta so označena z isto številko kot sgRNA, 
zadnji nukleotid zaporedja pa je poudarjen. Zaporedju sledi še zaporedje PAM. Konec delecijske mutante D8 
(CCC) je poudarjen in podčrtan. 
Želeli smo spremeniti obstoječo zaporedje DNA v živalskih celicah s tem, da bi na mestu 
ali v neposredni bližini, kjer se konča delecijska mutanta D8 (NLRP3(1-686)) z metodo 
CRISPR/Cas9 ustvarili prelom dvojne verige, kar bi celični popravljalni mehanizmi 
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poskušali popraviti. Zaporedje bi lahko ostalo nespremenjeno, lahko pa bi nastale insercije, 
delecije ali premik bralnega okvirja. V našem primeru bi želeli, da nastane stop kodon 
(TAA, TAG ali TGA). Na tak način bi nastala delecijska mutanta, saj bi se pri stop kodonu 
ustavilo prepisovanje celotnega proteina NLRP3. 
4.2 PREVERJANJE DELOVANJA RAZLIČNIH sgRNA 
Načrtovana zaporedja sgRNA smo vnesli v ustrezne plazmide. Za testiranje konstruktov 
različnih gRNA smo uporabili test T7, test s plazmidom pCAG-EGxxFP in cepitev DNA 
in vitro. S testi smo hoteli preveriti delovanje načrtovanih sgRNA in kakšna je učinkovitost 
rezanja DNA. 
4.2.1 Test T7 
Z JetPei reagentom smo transficirali celice NIH3T3 s plazmidi PX330, v katere smo vnesli 
različne sgRNA. Na gelu (Slika 19) se vidi, da je T7 endonukleaza rezala DNA pri vseh 
vzorcih. To nakazuje, da je že pri divjem tipu prisoten heterodupleks, ki ga prepozna T7 
endonukleaza. Fragmenti, ki so razrezani so tako rezani na dolžini 400bp + 100bp, kar reže 
izven območja, ki bi ga pričakovali v primeru delovanja CRISPR/Cas9 z izbranimi 
sgRNA. V slednjem primeru rez pričakujemo v območju med 200 in 300bp, kar se šibko 
vidi pri vzorcih sgRNA1 in sgRNA2. Rezani pasovi so v ustreznem območju, kar potrjuje, 
da sta sgRNA1 in 2 delovali v celicah NIH3T3 Vzrok za nastanek rezanih fragmentov v 
odsotnosti sgRNA je lahko v polimorfizmu posameznih nukleotidov, kar je tudi možen 
vzrok za nedelovanje sgRNA, v našem primeru sgRNA3-5. 
 
Slika 19: T7E1 test na mišjih celicah NIH3T3. Puščica nakazuje pričakovano velikost fragmentov. Lestvica: 
GeneRuler DNA Ladder Mix. Pri vseh vzorcih, kjer je bila dodana endonukleaza T7 smo dobili neželen pas 
pri velikosti ~400bp. 
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4.2.2 Test s plazmidom pCAG-EGxxFP 
Zaradi slabe učinkovitosti delovanja sgRNA na endogene tarče ter nespecifičnih 
fragmentov v testu T7, smo se odločili delovanje preverili s plazmidom pCAG-EGxxFP. 
600bp dolgo zaporedje, ki se nahaja +/- 300bp parov od konca delecijske mutante 
NLRP3(1-686), smo pomnožili in vnesli na ustrezno mesto v plazmid pCAG-EGxxFP. 
Zaporedje smo pomnožili iz mišje DNA divjega tipa (celice NIH3T3). V primeru, da pride 
do cepitve, se eGFP sestavi in opazimo fluorescenco z invertnim svetlobnim 
mikroskopom. Eksperiment smo izvedli v celicah HEK293, v katere smo s transfekcijo z 
JetPEI vnesli ustrezne plazmide (Sliki 20). 
 
Slika 20: Fluorescenca celic z dodanimi različnimi kombinacijami plazmida pCAG-EGxxFP in različnimi 
sgRNA ter kontrolnimi vzorci v spodnji vrsti. Celice brez dodanega plazmida pCAG-EGxxFP (slepa) in z 
dodanim pCAG-EGxxFP in pcDNA3 (brez sgRNA). 
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4.2.3  Cepitev DNA in vitro 
Za zadnjo potrditev delovanja vodilnih RNA smo rez preverjali s cepitvijo in vitro (Slika 
21). Uporabili smo vodilno zaporedje sgRNA 3 in 5, ki smo jo prepisali v RNA, 
rekombinantni encim Cas9 pa je bil pripravljen na Kemijskem inštitutu. Za reakcijo in 
vitro smo uporabili molarne koncentracije RNA: cas9: DNA v razmerju 10:10:1. Nastanek 
fragmentov smo spremljali z nativno PAGE elektroforezo.  
 
Slika 21: In vitro cepitev. Zaporedje DNA je dolgo 600bp, gRNA pa okoli 100bp. Lestvica: GeneRuler DNA 
Ladder Mix. Vsi vzorci so imeli dodano DNA, razlike med njimi pa so bile v dodatku ene od komponent 
sistema CRISPR/Cas9. Da lahko Cas9 cepi DNA potrebuje vodilno zaporedje (sgRNA), drugače na DNA 
nima vpliva. Rez ne poteče tudi takrat, ko ni dodanega proteina Cas9. 
Tarčno zaporedje, ki smo ga namnožili z verižno reakcijo s polimerazo, je dolgo 600 bp. V 
reakciji so sicer nastali tudi večji neželeni produkti. Ker neželenih produktov ni bilo v 
območju, kjer pričakujemo cepljene fragmente, smo test izvedli. Na gelu lahko pri 
približno 100 bp opazimo tudi sgRNA. 
Pri vzorcu kjer smo dodali DNA, Cas9 in sgRNA sta pri dolžini okoli 300bp, pri sgRNA 3 
jasno vidna dva pasova DNA, kar nakazuje, da je Cas9 cepil DNA. Pasova sta prisotna tudi 
pri sgRNA5, vendar nista tako izrazita. Istih pasov ni pri vzorcih, kjer nismo dodali encima 
Cas9. Je pa dodatek vodilnega zaporedja vseeno povzročil nastanek drugačnih pasov, kot 
pri sami DNA. Pasovi so šibkejši in niso na pravilni dolžini. Sam encim Cas9 na DNA ni 
imel vpliva, saj sta vzorca DNA in DNA z encimom cas9 na gelu enaka. S testom in vitro 
cepitve smo dodatno potrdili, da sgRNA3 in 5 omogočata cepitev tarčne regije. 
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4.3 SPREMINJANJE GENOMA MIŠJIH MAKROFAGOV 
4.3.1 Vnos konstrukta za CRISPR/Cas9 v mišje makrofage s sistemom Neon 
V imunske celice težko vnesemo DNA z enostavnimi metodami, kot je transfekcija. 
Odločili smo se, da bomo za vnos plazmida s komponentami za CRISPR/Cas9 uporabili 
napreden  sistem elektroporacije Neon, ki ga priporočajo za imunske celice. Najprej smo 
optimizirali pogoje elektroporacije. Na celicah iBMDM smo preizkusili različne 
parametre, uporabljene v protokolih za elektroporiranje sesalskih celic in izbrali parametre, 
ki so glede na vizualni pregled omogočili najboljše preživetje in privzem plazmida, ki je 
izražal GFP. Z izbranimi pogoji smo v makrofage vnesli plazmid PX458, ki je vseboval 
zapis tako za sgRNA3 in Cas9, kot tudi eGFP. Po 3 dneh smo celice ločili s pretočnim 
citometrom glede na fluorescenco eGFP.  
 
Uspešnost elektroporacije je bila glede na eGFP nizka. S pretočno citometrijo smo celice 
ločili glede na fluorescenco (detektor FL1). Spremljali smo tudi sprednje in stransko 
sipanje svetlobe (FSC in SSC), s katerim smo določili velikost celic in njihovo 
granularnost. 
  
Odstotek celic, ki fluorescirajo nad postavljeno mejo je bil: 2,1% pri elektroporiranem 
vzorcu in 0,74%. pri slepem vzorcu. Glede na to, da smo pogoje elektroporacije 
optimizirali s kontrolnim plazmidom, ki povzroči močno izražanje eGFP, v vektorju 
PX458 pa zaporedje T2A omogoči preskok ribosoma in nov začetek translacije, je 
pričakovati nižje izražanje eGFP in manjšo intenziteto fluorescence. 
 
Klub majhnemu odstotku fluorescirajočih celic smo se odločili, da jih bomo gojili naprej in 
pripravili posamezne klone, kar je potrebno za izolacijo celic, ki vsebujejo posamezne 
mutacije. S tem namenom smo izvedli serijsko redčitev celic in določili jamice, ki 
vsebujejo posamezne celice. Te celice smo namnožili, kar nam je omogočilo nadaljnje 
raziskave.  
4.3.2 Detekcija proteina NLRP3 s prenosom po westernu  
Testiranje za nastanek mutacij lahko izvedemo tako, da določimo zaporedje DNA v 
ustreznem eksonu gena NLRP3 s sekveniranjem. Ker pa je to zamudno in drago, smo se 
odločili, da bomo izražanje NLRP3 določili s prenosom po westernu. Prenos po westernu 
smo si izbrali, ker omogoča prepoznavo specifičnega proteina pri uporabi ustreznega 
protitelesa iz kompleksne mešanice proteinov, izoliranih iz celic. Tako lahko hitro 
preverimo večje število klonov. V našem primeru omogoča pregled vseh klonov in 
omogoči, da se opazijo razlike pri izražanju proteina NLRP3 med njimi. Spremembe, ki bi 
jih vnesli s sistemom CRIPSR/Cas9 bi lahko v zaporedje vstavile stop kodon, ali pa 
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spremenile bralni okvir, kar bi lahko vplivalo na velikost proteina NLRP3. Ostalih 
zamenjav, ki bi ohranili isto velikost proteina ne bi mogli zaznati. Vendar pa je bila metoda 
za naš namen ustrezna, saj smo želeli odkriti morebitne delecijske variante, protitelo, ki 
smo ga uporabili, pa prepozna epitop na N-koncu proteina..  
  
Po elektroporaciji smo dobili 61 klonov. Da smo preverili izražanje proteina NLRP3, smo 
celice najprej izpostavili prvemu signalu (LPS), ki sproži izražanje NLRP3. Nato smo 
celice lizirali, določili koncentracijo celokupnih proteinov in vzorce, ki so vsebovali enake 
količine celokupnih proteinov ločili z elektroforezo in po prenosu detektirali signale, 
specifične za NLRP3 (Slike 22, 23, 24, 25 in 26) Kot dodatno preverjanje količine 
proteinov smo pri nekaterih vzorcih membrano inkubirali še v prisotnosti protiteles, ki 
prepoznajo pogost celični protein β-aktin. Protein NLRP3 je velik 118 kDa, aktin pa 42 
kDa, varianta NLRP3(1-686) je velika približno 80 kDa. 
 
Slika 22: Preverjanje izražanja NLRP3 v linijah 1-14 s prenosom po westernu. 
 
Slika 23: Preverjanje izražanja NLRP3 v linijah 15-27 s prenosom po westernu. 
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Slika 24: Preverjanje izražanja NLRP3 v linijah 28-40 s prenosom po westernu. 
 
Slika 25: Preverjanje izražanja NLRP3 v linijah 41-53 s prenosom po westernu. 
 
Slika 26: Preverjanje izražanja NLRP3 v linijah 54-61 s prenosom po westernu. 
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Izmed vseh potencialnih klonov, ki smo jih izolirali po elektroporaciji in sortiranju s 
pretočnim citometrom, je sprememba vidna le pri klonu številka 4. Ostali so bili med seboj 
podobni, iz česar sklepamo, da je ostal protein nespremenjen. Da bi preverili, če so v 
vzorcu linije št. 4 prisotne druge, slabše izražene oblike proteina NLPR3 smo blot še enkrat 
pobarvali z kompletom Femto, ki omogoča bolj občutljivo detekcijo (Slika 27). V tem 
primeru smo sicer tudi pri liniji št. 4 detektirali signale, ki pa so bili manjši od 
pričakovanega za varianto D8. 
 
Slika 27: Membrana 1 barvana z reagentom femto. Reagent femto je prikazal, da bi lahko pri klonu 4 prišlo 
do mutacije. Za nadaljnje gojenje smo si izbrali še klon številka 8, kateri pa ni imel vidnih sprememb. 
Da smo preverili, če smo v vsak žepek nanesli primerljivo količino proteinov smo naredili 
še kontrolo s preverjanjem vsebnosti aktina (Slika 28).  
 
Slika 28: Membrana 1 z dodanim pasom aktina, ki smo ga uporabili kot kontrolo nanosa. 
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Aktin izražajo vse celice enako, izražanje proteina NLRP3 pa bi lahko bilo zaradi mutacije 
nižje. Prisoten je pri vzorcu 4 in je primerljiv z nanosom v druge žepke (npr. 1-3). S tem 
smo potrdili, da smo v žepek nanesli proteine, ampak je mogoče prišlo do drugačnega 
izražanja pri proteinu NLRP3. Za nadaljnje delo smo se odločili ponovno preveriti klon 4. 
Za kontrolo pa smo uporabili še klon 8, ki ni nakazoval nobenih sprememb, in 
nespremenjene celice . 
4.3.3 Aktivacija inflamasoma in merjenje koncentracije IL-1β  
Odločili smo se, da bomo preverili, ali omenjeni celični kloni podpirajo aktivacijo 
inflamasoma in posledično zorenje in sproščanje IL-1β. Izbrane klone in celice divjega tipa 
smo aktivirali z LPS in nato z nigericinom. Z encimskim imunskim testom ELISA smo 
določili koncentracijo zrele oblike IL-1β v supernatantu aktiviranih celic (Slika 29). 
Uporabili smo vzorce treh paralelka za vsak tretma (kontrola, dodatek LPS-ja in dodatek 
LPS in nigericina). 
 
Slika 29: Spremljanje aktivacije inflamasoma NLRP3 v različnih klonih imortaliziranih mišjih makrofagov z 
merjenjem koncentracije IL-1β, ki smo jih določili s testom ELISA. Uporabili smo celice izvorne linije, klon 
4 in klon 8. 
Aktivacija vseh treh linij je bila primerljiva. Pri vseh celicah stimulacija z LPS ni 
povzročila povečane produkcije IL-1β, kar je pričakovano, saj samo prvi signal ne zadošča 
za aktivacijo inflamasoma NLRP3. Ko smo celicam z LPS dodali še nigericin pa se pri 
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vseh celicah povišala koncentracija IL-1β. To nakazuje, da imajo vse celice aktiven 
inflamasom NLRP3. To je presenetljivo, glede nato, da v klonu 4, v presejalnem testu, 
izražanja proteina NLRP3 polne dolžine ali skrajšane variante, podobne D8, nismo zaznali. 
Tako smo se odločili, da bomo linijo št. 4 preverili s testom T7 in ponovno naredili prenos 
po westernu za detekcijo NLRP3. 
4.3.4 Test T7 
Razlike v velikosti in izražanju proteina bi lahko nastale zaradi vnesenih motenj v 
zaporedju DNA. Na klonih 4 in 8 smo opravili test T7 (Slika 30). Zaporedji klonov 4 in 8 
smo prilegali sami nase in na zaporedje divjega tipa. Divji tip smo uporabili tudi kot 
kontrolo. 
 
Slika 30: T7 endonukleazni test za posamezne klone. 
T7 endonukleaza je rezala vse vzorce podobno kot pri preverjanju sgRNA. Nerezan 
fragment je bil dolg 500bp, rezan pa 400 + 100bp. Na gelu manjkajo dodatni pasovi, ki bi 
nakazali cepitev DNA v območju vezave sgRNA3. Iz slike lahko zaključimo, da s testom 
T7 nismo ugotovili spremembe zaporedja DNA glede na divji tip. 
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4.3.5 Ponovno preverjanje izražanja proteina NLRP3 v izbranih celičnih klonih 
Vpliv LPS-ja na povečanje produkcije NLRP3 smo preverili s prenosom po westernu. 
Klone 4 in 8 ter celice divjega tipa smo aktivirali z LPS in izražanje primerjali z 
neinduciranimi celicami (Slika 31). 
 
Slika 31: Slika prenosa po westernu za izražanje NLRP3 v izbranih celičnih klonih. Kot kontrola nanosa je 
podan pas z aktinom. 
Dodatek LPS je pri vseh celicah povzročil povečanje količine NLRP3. Tako so imeli vsi 
izbrani kloni aktiven protein, ki se je normalno odzival na vnesene molekule 
PAMP/DAMP. Tokrat smo protein NLRP3 zaznali tudi pri klonu 4 pri pričakovani 
velikosti za protein polne dolžine. Tako smo morali zaključiti, da nobeden od 61 izoliranih 
klonov ni vseboval sprememb, kar pomeni, da CRISPR/Cas9 mutageneza v tem primeru ni 
bila uspešna.  
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4.4 PRIPRAVA VIRUSNIH VEKTORJEV ZA UČINKOVITEJŠI VNOS DNA V 
 MAKROFAGE 
Glede nato, da smo delovanje sistema CRISPR/Cas9 preverili na celičnih linijah, ki so 
dovzetne za vnos DNA s transfekcijo, menimo, da je glavni vzrok za neuspeh poskusa v 
slabi elektroporaciji mišjih makrofagov. So pa makrofagi dovzetni za okužbo z retrovirusi, 
kar uporabljajo tudi na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo. Tako smo se odločili, 
da pripravimo tudi ustrezne plazmide, ki bi nam omogočili vnos sistema CRISPR/Cas9 s 
pomočjo virusnih vektorjev. Odločili smo se za uporabo lentivirusnih in retrovirusnih 
plazmidov. Imeli smo veliko težav s kloniranjem zaporedij sgRNA v plazmid, saj smo po 
restrikcijah ob nanosu na agarozni gel dobili razgrajene plazmide. Verjetno smo imeli 
poleg plazmida prisotne nukleaze, ki so pri reakciji restrikcije razgradile plazmid. Težave 
so se pojavljale pri obeh plazmidih, zato smo se odločili, da bomo poskusili plazmide 
predhodno očistiti še s fenolno ekstrakcijo plazmidov.  
Klub fenolni ekstrakciji smo na gelih dobivali razgajen plazmid. Plazmid smo na koncu 
očistili tako, da smo nerezan plazmid nanesli na agarozni gel. Ob ponovni izolaciji iz gela 
smo dobili očiščen plazmid. Takšen plazmid smo z restrikcijo pripravili na vnos zaporedij. 
V plazmide smo nato uspešno vstavili zaporedje sgRNA z restrikcijo in z metodo Gibson. 
Uspešno smo pripravili tako konstrukt za vnos s pomočjo retrovirusov, kot tudi lentivirusni 
plazmid. V prihodnosti pa bodo sodelavci preverili delovanje teh konstruktov na mišjih 
makrofagih in tako poskusili pridobiti delecijsko mutanto, podobno NLRP3(1-686).  
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Namen magistrske naloge je bil spremeniti gen Nlrp3 v celični liniji mišjih makrofagov z 
uporabo tehnologije CRISPR/Cas9. Sistem CRISPR/Cas9 smo izbrali, ker lahko v 
primerjavi z drugimi sistemi za urejanje genoma, kot sta na primer sistema TALEN in 
ZFN, hitro vzpostavimo in testiramo konstrukte, s katerimi bi rezali želeno zaporedje.  
Načrtovali in pripravili smo konstrukte CRISPR/Cas9, ki so nalegali na mesto v genu 
Nlrp3, kjer se je končala delecijska mutanta D8, ki ima odstranjen del domene LRR. Z 
delecijsko mutanto D8 (NLRP3(1-686)) so sodelavci Odseka za sintezno biologijo in 
imunologijo Kemijskega inštituta nakazali, da domena LRR nima direktnega inhibitornega 
učinka, delecijska mutanta pa deluje podobno kot protein polne dolžine. Sistem, ki so ga 
uporabili, je vključeval vnos gena za delecijsko mutanto v makrofage, ki ne vsebujejo 
endogenega gena za Nlrp3. V magistrski nalogi pa smo želeli pripraviti linije, kjer bi s 
pomočjo CRISPR/Cas9 skrajšali endogeni gen, kar bi nam omogočilo spremljanje vpliva 
domene LRR tudi v nativnih pogojih, saj je Nlrp3 reguliran na nivoju prepisovanja in 
prevajanja, česar ob uporabi sistema z vnosom gena pod konstitutivnim promotorjem ali 
inducibilnim, vendar neendogenim promotorjem, nismo mogli v celoti reproducirati. 
 
V prvi hipotezi smo si zadali, da bomo s tehnologijo CRISPR/Cas9 povzročili premik 
bralnega okvirja in vnos stop kodona v gen Nlrp3 pred začetkom kodogene regije za 
domeno LRR. Stop kodon ali premik bralnega okvirja bi povzročili s prelomom dvojne 
verige, saj se lahko s celičnimi popravljalnimi mehanizmi ob prelomu dvojne verige 
spremeni originalno zaporedje (insercije/delecije), kar lahko povzroči premik bralnega 
okvira ali celo nastanek stop kodona. Pripravili smo 5 konstruktov, s katerimi smo hoteli 
dokazali, da lahko sistem CRISPR/Cas9 cepi zaporedje DNA v želenem območju. 
Uporabili smo plazmid PX330 in protokol, ki je opisani v članku Cong in sod., (2013), ki 
so delo s sistemom CRISPR/Cas9 bistveno olajšali in poenostavili.  
 
Uspešnost reza s posameznimi konstrukti smo preverili z različnimi metodami. S test T7 in 
testom s plazmidom pCAG-EGxxFP smo potrdili, da konstrukti režejo DNA. Najboljše se 
je rez videl pri testu EGxxFP, pri katerem smo  za vse konstrukte (sg1-5) pokazali, da 
omogočajo rez verige. Rez smo dokazali z močnim izražanjem proteina eGFP, ki se pri 
kontrolnih vzorcih ni izražal tako močno. Delali smo s plazmidom in protokolom iz članka 
Mashiko in sod., (2013). Tudi oni so pri slepem vzorcu dobili nekaj celic, ki so 
fluorescirale, vendar se izražanje z dodatkom ustrezne sgRNA bistveno poveča. V 
eksperimentih bi lahko naslednjič kot dodatno kontrolo vključili tudi kombinacijo 
plazmida pCAG-EGxxFP in PX330, brez ustrezne sgRNA. S tem bi preverili, vpliv 
proteina Cas9 na plazmid pCAG-EGxxFP, vendar je interakcija malo verjetna, ker 
potrebuje sistem CRISPR/Cas9 delujočo vodilno zaporedje, da lahko protein Cas9 reže 
(Sapranauskas in sod., 2011, Jinek in sod., 2012 in Ran in sod., 2013). To smo potrdili tudi 
pri cepitvi in vitro. 
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Potrditev reza je bila težavnejša pri testu T7. Pri vseh vzorcih, h katerim smo dodali encim 
T7 smo dobili  neželen pas. Glede na Vouillot in sod., (2015) je prilegajoče zaporedje 
dvoverižne DNA slab substrat za cepitev s T7E1, kar nakazuje, da obstajajo spremembe 
zaporedja DNA že pri začetnem fragmentu. Vseeno smo pri vodilnih zaporedjih sg1 in sg2 
potrdili prisotnost dodatnih pasov na predvidenem mestu cepitve. Cepljeni pasovi niso bili 
tako izraziti, kot drugi, kar bi lahko pomenilo, da je bila uspešnost cepitve nizka. Cepitve 
nismo zaznali tudi pri kasnejših preverjanjih posameznih klonov, kar nakazuje, da nam ni 
uspelo vnesti mutacij. Neželena cepitev nas pri testu ni motila, saj je bila iz pričakovanega 
območja reza. V prihodnje pa bi vseeno lahko pripravili nove začetne oligonukleotide, s 
katerimi bi poskusili pomnožiti le regijo brez polimorfizma, da na gelu nebi dobili 
neželenih pasov. Kot zadnji test smo opravili cepitev in vitro. Posebej smo pripravili vse 
komponente sistema CRISPR/Cas9 (tarčno zaporedje, sgRNA in protein Cas9). Pokazali 
smo, da naš sistem reže tarčno zaporedje in da odsotnost katere od treh komponent 
onemogoči rez. Na gelu so pri vzorcu DNA in sgRNA vidni tudi pasovi izven območja 
cepitve, kar nakazuje na možen vpliv in interakcijo med sgRNA in zaporedjem DNA. 
 
Za drugo hipotezo smo si zadali, da bomo s konstrukti spreminjali genom celične linije 
mišjih makrofagov, da bi nastala  delecijska mutanta D8 s katero bi lahko testirali vpliv 
domene LRR. Ker so celice iBMDM težavne za transfekcijo, smo se odločili za vnos z 
elektroporacijo. Zaradi lažje selekcije velikega števila celic smo v celice vnesli plazmid 
PX458, ki omogoča izražanje sistema CRISPR/Cas9 in fluorescentnega proteina eGFP. 
Tako smo lahko s celičnim ločevalcem ločili vse celice, ki so prejele plazmid in posledično 
izražale protein eGFP. Ker so te celice prejele plazmid, ki izraža tudi sistem CRISPR/Cas9 
imajo največjo verjetnost za nastanek sprememb gena Nlrp3. Uspešnost elektroporacije je 
bila nizka, saj je bil odstotek celic, ki smo jih po elektroporaciji ločili glede na 
fluorescenco 2,1%, a vseeno primerljiv s člankom Bialk in sod., (2015), kjer so pri 
elektroporaciji z istim plazmidom dobili uspešnost elektroporacije med 0,5 in 3,5%. 
Naredili smo serijsko redčenje, da bi lahko izolirali in gojili posamezne celice. Dobili smo 
61 klonov celic, katerim smo preverili prisotnost sprememb. Za presejalni test smo izbrali 
prenos po westernu, saj imamo na voljo protitelo, ki prepoznava N-končno domeno Nlrp3. 
Na takšen način smo hitro preverili vse klone, saj smo preverjali samo protein NLRP3. S 
prenosom po westernu bi opazili različne velikosti proteina, saj bi se zaradi delovanja 
sistem CRISPR/Cas9 lahko spremenil bralni okvir ali pa bi nastal nov stop kodon, kar bi 
povzročilo, da bi se aminokislinsko zaporedje končalo drugje. Tako bi na gelu jasno videli, 
kateri protein je spremenjen, glede na različno višino pasu. Prisotne bi lahko bile mutacije, 
ki ne bi spremenile aminokislinskega zaporedja, vendar nas takšne niso zanimale. 
Pri prenosu po westernu smo zaznali spremembo le pri enem klonu, saj se na membrani ni 
videlo pričakovanega pasu s proteinom NLRP3. Pričakovane spremembe na proteinu bi 
imele vpliv le na LRR domeno (C-konec), protitelo pa je narejeno za vezavo na N-koncu, 
torej bi se moralo vezati tudi na spremenjen protein. Ker smo nanos vzorca potrdili z 
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močnejšim barvilom Femto, smo se klon odločili nadaljnje testirati. Izbrali smo si še 
dodaten klon, katerega zaporedje je bilo videti običajno in ju temeljiteje pregledali. 
Uporabili smo test T7, ponovitev prenosa po westernu in imuno-encimski test ELISA. Test 
T7 ni pokazal, da je v vzorcih prišlo do sprememb DNA. Pri ponovitvi prenosa po 
westernu je bil protein na pričakovanem mestu. Glede na Mahmood in Yang, (2012) bi 
lahko bil problem pri prvem poskusu zaradi nepravilnega prenosa proteinov iz gela na 
membrano, zaradi zračnih mehurčkov, zaradi katerih bi bil pas slabše viden. Protitelesa, 
pufri in nanos niso imeli vpliva, ker z drugimi vzorci in membranami nismo imeli 
problemov.  Tudi po dodatnem  testiranju zorenja in sproščanja IL-1β, ki smo ga preverili s 
testom ELISA, smo videli, da klon ni spremenjen. Vsi testirani kloni so sproščali IL-1β 
primerljivo kontroli. Razlike v aktivnosti glede na predhodne rezultate sicer ne bi 
pričakovali niti v primeru, ko bi nastala skrajšana varianta, vendar pa bi spremenjen 
protein opazili pri prenosu western. 
Kljub delovanju konstruktov sistema CRISPR/Cas9 celične linije imortaliziranih mišjih 
makrofagov, ki bi izražali  NLRP3 (1-686) pod endogenim promotorjem nismo uspeli 
pripraviti. Vzrok za to je bi lahko bil v nizkem procentu učinkovitosti elektroporacije 
mišjih makrofagov. Kot alternativen način vnosa smo pripravili tudi lentivirusne in 
retrovirusne plazmide za vnos sistema CRISPR/Cas9 z virusi, vendar jih na celicah še 
nismo testirali. Vnos z virusi je uporaben pri celicah, kjer običajne metode transfekcije 
niso učinkovite, na primer pri imunskih celicah (Hsu in sod., 2014). Za nadaljnje delo bi 
lahko testirali tudi druge oblike vnosa, kot je elektroporacija celic s kompleksom proteina 
Cas9 in sgRNA (Kim in sod., 2014) ali uporabo v celice vstopajočih peptidov z vezanim 
kompleksom Cas9 in sgRNA (Ramakrishna in sod., 2014).  
Dodatno bi lahko učinkovitost nastanka želenih klonov v prihodnje povečali tudi, da bi k 
reakcijam dodali še popravljalno verigo DNA (ssODN). Tako bi lahko ssODN samo 
naročili in transficirali skupaj s plazmidom (Ran in sod., 2013b). S tem bi imeli več 
možnosti za pridobitev ustrezne mutante, saj nastanek stop kodona ne bi temeljil na 
premiku bralnega okvirja ali naključnih sprememb nukleotidnega zaporedja. 
 
V magistrski nalogi smo uspešno vzpostavili sistem in metode, potrebne za spreminjanje 
genoma s CRISPR/Cas9 in optimizirali metode za preverjanje vnosa mutacij, generiranja 
posameznih klonov in metode za selekcioniranje velikega števila klonov. Ker je 
tehnologija CRISPR/Cas9 nova in obeta še veliko napredka nas bodo za nadaljnje delo 
osredotočili na nove metode vnosa sistema CRISPR v celice in optimiziranjem metod za 
testiranje vnesenih sprememb.  
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6 SKLEPI  
 Na podlagi zaporedja DNA delecijske mutante NLRP3(1-686), pridobljene na 
Kemijskem  inštitutu, smo poiskali ustrezna vodilna zaporedja za pripravo konstruktov 
CRISPR/Cas9, s katerimi bi lahko na želenem mestu rezali DNA.  
 
 Naredili smo selekcijo najboljših konstruktov, jih ustrezno pripravili in vnesli v 
ustrezne plazmide.  
 
 Z različnimi testi (test T7, test s plazmidom pCAG-EGxxFP in cepitev in vitro) smo 
potrdili, da 5 izbranih konstruktov omogoča rezanje gena Nlrp3 na izbranem mestu.  
 
 Vodilno zaporedje sg3 deluje najbližje želenemu mestu, zato smo to vodilno zaporedje 
izbrali za nadaljnje delo. 
 
 Za vnos plazmidov sistema CRISPR/Cas9 v imortalizirane mišje makrofage smo  
izbrali elektroporacijo celic. Delež elektroporacije makrofagov je bil nizek, vendar 
smo selekcionirali celice z izraženim eGFP in pripravili posamezne klone. 
 
 Za testiranje večjega števila klonov smo za presejalni test uporabili prenos po 
westernu, ki nam je omogočil hitro selekcioniranje zanimivih klonov. 
 
 Za podrobnejše testiranje smo opravili test T7, funkcionalnost variant Nlrp3 pa smo 
preverili z aktivacijo inflamasoma NLRP3, pri čemer smo spremljali zorenje in 
izločanje citokina IL-1β v supernatant, kar smo določili z encimsko imunskim testom. 
 
 Za učinkovitejši vnos sistema CRISPR/Cas9 v imortalizirane mišje makrofage smo 
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7 POVZETEK  
Receptor NLRP3 v odziv na številne mikrobne in endogene signale nevarnosti tvori 
multiproteinski kompleks - inflamasom NLRP3, ki omogoča aktivacijo vnetne kaspaze-1. 
Kaspaza-1 proteolitično aktivira vnetne citokine IL-1β in IL-18 ter celično smrt piroptozo. 
Aktivacija inflamasoma NLRP3 spremlja številne bolezni razvitega sveta, kot so 
metabolne bolezni in nevrodegenerativne bolezni. Mehanizem sestavljanja inflamasoma 
NLRP3 ni zadostno pojasnjen. V sklopu raziskav molekularnega mehanizma sestavljanja 
inflamasoma NLRP3 so na Kemijskem inštitutu pokazali, da NLRP3 za aktivacijo ne 
potrebuje C-končne domene z levcinskimi ponovitvami. Določili so tudi najkrajšo varianto 
NLRP3 (1-686), ki se odziva podobno kot protein polne dolžine, vendar študije niso 
izvedli tako, da bi se NLRP3 izražal pod kontrolo endogenega promotorja. Namen 
magistrske naloge je bil s sistemom CRISPR/Cas9 vnesti mutacijo v gen Nlrp3 v liniji 
imortaliziranih mišjih makrofagov z namenom, da bi nastala skrajšana varianta brez 
domene LRR. Načrtovali in pripravili smo konstrukte CRISPR/Cas9 z različnimi vodilnimi 
zaporedji in njihovo aktivnost preverili s testi T7, testom s plazmidom pCAG-EGxxFP in 
cepitvijo in vitro. Konstrukt z mestom cepitve v bližini predela, kjer se konča najkrajša 
polno odzivna varianta NLRP3, smo z elektroporacijo vnesli v celice iBMDM. Za 
selekcijo klonov smo uporabili fluorescentni protein eGFP, ki ga je skupaj s sistemom 
Cas9 izražal plazmid PX458. To nam je omogočilo, da smo celice ločili s celičnim 
ločevalcem glede na fluorescenco. Iz izoliranih celic smo pripravili posamezne klone in 
naredili presejalni test z prenosom po westernu ter zanimive klone preverili prisotnost 
mutacij s testom T7 ter spremljali zorenje IL-1β ob dodatku aktivatorja NLRP3 nigericina. 
Zaradi slabe učinkovitosti elektroporacije nam linije, ki bi pod endogenim promotorjem  
izražala skrajšano varianto NLRP3, ni uspelo pripraviti, smo pa v sklopu magistrske naloge 
pripravili konstrukte, ki bodo omogočali vnos konstruktov s pomočjo letni in retrovirusov. 
V sklopu magistrske naloge smo vpeljali tehniko CRISPR/Cas9 za študij molekularnega 
mehanizma sestavljanja inflamasoma NLRP3. Aktivacija inflamasoma NLRP3 je vpletena 
v številne vnetne bolezni, zato je razumevanje mehanizma aktivacije te poti pomembno za 
razvoj novih terapevtskih prijemov. 
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